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Introducción
l)urante los últimos 30 años se han ido acumulando una serie de observacionesexperimentales
que han llevado al concepto de la existencia de tina hormona natriurética circulante cuyo mecanismo
de acción seria la inhibición de la bomba de sodio de manera similar a un digitálico endógeno. En
1961 de Wardener postuló que el efecto natriurético asociado con la expansión de volumen
intravascular estaría mediado por una sustancia humoral. En una serie de experimentos de circulación
cruzada observó que el plasma de animales sometidos a expansión de volumen producía un marcado
aumento de la natriuresis en el animal sometido a circulación cruzada, Al estar controlada la presión
de perfusión y no haber cambios en los niveles circulantes de íuineralocorticoides la conclusión fue
que, al menos en parte, el efecto natriurético estaría producido por un factor humoral circulante que
actuaría directamente en la reabsorción tubular de sodio sin afectar la hemodinámica renal.
Estas observaciones fueron confirmadas mediante experimentos más controlados en los que
se evitaban los cambios en la composición plasmática producidos por la infusión de suero salino
(Bahíman y cols., 1967; Kaloyanides y Azer, 1971>. Posteriormente diversos autores intentaron
confirmar mediante distintas técnicas ¡u vitro que esta hipotética sustancia actuaría inhibiendo
directamente el transporte de sodio en el túbulo renal y no a través de cambios hemodinámicos, Para
ello se utilizaron tanto segmentos aislados de túbulo renal (Fine y cok., 1976) como la medición de
cambios en el transporte de sodio activo en vejiga de sapo, que es considerado como un análogo de
la nefrona distal humana (Bourgoignie y cols., 1971; Haupert y Sancho, 1979). Dc esta manera se
confirn2ó que distintos extractos de plasma, orina o tejidos con actividad diurética ¿a vivo tenían un
efecto inhibidor del transporte de sodio transepitelial y que esta alteración del transporte se asociaba
a una inhibición de la (Na~,K~) ATPasa (1-Iillyard y cols., 1976).
Respecto al origen de esta hipotética sustancia se postuló el sistema nervioso central como
sitio de producción. Esta hipótesis estaba basada en experimentos en los que lesiones en la región
anteroventral del tercer ventrículo cerebral prevenían la aparición de hipertensión mediada por
expansión de volumen en modelos animales (Pamnani y cois., 1981; Songu-Mize y cols., 1982). La
hipótesis formulada por Haddy y Overbeek (1976) consistía en que la aparición de un inhibidor
circulante de (Na~,K~)ATPasa estaría relacionada con la patogénesis de estos tipos de hipertensión,
lo cual explicaría las observaciones de una disminución de la actividad (Na4,K~)ATPasa en tejidos
de animales con hipertensión producida por expansión de volumen (Haddy y Overbeck, 1976). Este
inhibidor modularía la reabsorción tubular de sodio y el tono de la musculatura vascular a través de
la regulación de la actividad de la (NatK~) ATPasa. Esta modulación del tono vascular, según la
hipótesis de Blaustein, se realizaría a través de la inhibición de la bomba de sodio que produciría un
1
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aumento del calcio libre citosólico (Blaustein, 1977a; Rasgado-Flores y cols., 1989>.
1. INHIBIDORES FISIOLOGICOS DE LA (Na~,K~)ATPasa.
La expansión aguda del volumen extracelular o la sobrecarga de sodio cii sujetos sanos induce
la producción de un inhibidor de la bomba de sodio que provocaría la disminución de la reabsorción
renal de sodio, restableciendo el balance sódico y pudiéndose detectar dicha inhibición en plasma y
orina (de Wardener y MacOregor, 1980; MacOregor y de Wardcner, 1984; 1-haber y Haupert, 1987;
Buckalew y Gruber, 1984; Buckalew y cols.,1987). La estrecha relación establecida entre la ingesta
de sodio e hipertensión junto con la demostración de una actividad anormal de (Na~,K~)ATPasa y
un aumento del sodio intracelular cii pacientes con hipertensión arterial condujo a la hipótesis ya
reseñada (Blaustein, 197’7a) de que en pacientes con hipertensión esencial existiría una elevación de
sustancias con acción semejante a glicósidos cardíacos (Endogenous Digitalis-Like Factor, EDLF).
Según esta hipótesis la elevada producción de un inhibidor de la bomba de sodio contribuiría
fundamentalmente a la elevación de la presión arterial a través de un aumento del tono vascular. Este
aumento sería producido por un aumento de la entrada de Ca24 secundario a la inhibición del
transporte de sodio. Esta hipótesis se ba visto apoyada por la observación de una correlación positiva
entre niveles de tensión arterial y la concentración en plasma de niveles de inhibidor (Hamlyn y cois.,
1982; Poston y cols., 1981; Moreth y cols., 1986. 1987; Poston, 1987; Cloix y cols., 1988>. En
apoyo del papel jugado por esta o estas sustancias EDLF también están las observaciones de la
detección de un inhibidor de la bomba de sodio en distintas situaciones de aumento de volumen
circulante como en la hipertensión de embarazo, neonatos, insuficiencia renal crónica y cirrosis
hepática (Buckalew y Gruber, 1984; l-Iaddy y cols., 1987; Poston, 1990).
1.1. Distribución tisular.
Todos los compuestos endógenos inhibidores de la bomba de Na~ descritos en la actualidad
podrían ser clasificados en cuatro grupos según Sehoner (1991): A) glicósidos cardíacos endógenos,
B) factor hipotalámico, C) derivados de ácidos grasos insaturados y D) inhibidores peptidicos de bajo
peso molecular. Hasta el momento existirían diferentes compuestos que, de acuerdo con los datos
obtenidos , podrían diferenciarse entre ellos por alguna característica bioquímica o biológica (Wechter
y Benaksas, 1990) (véase Apéndice 1),
2
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1. ¡‘lasina y arma.
Debido a la hipótesis de que EDLF seria una hormona circulante, y a las observaciones de
ciertos autores que detectaban actividad inhibidora en plasma (Devynek y cols., 1984b; Hamlyn y
cols., 1980; Buckalew y cols., 1987; de Wardener y cols,, 1987), muchos grupos han intentado
purificar la hormona a partir de plasíua humano o animal. Sin embargo, la existencia de diversas
sustancias plasmáticas no específicas con actividad inhibidora ha dificultado enormemente la
identificación y el aislamiento del EDLF. Así, en situaciones de expansión de volumen se liberan
ácidos grasos libres con actividad inhibidora sobre la bomba de sodio. De ahí que varios grupos, en
su intento de purificación de EDLF a partir de plasma llegaran al aislamiento de ácidos grasos libres
como oleico y linoleico (Tamura y cols., 1985, 1987; Kelly y cols., 1986; Vasdev y cols., 1989).
Las concentraciones plasmáticas pueden ser estimadas a partir de su actividad en ensayos biológicos,
como la inhibición de captación de 86Rb~ en hematíes o el desplazamiento de 31-I-ouabaina de su
receptor en la bomba cíe sodio, Las estimaciones basadas cii estos ensayos son de unos 20-100 pM
de equivalentes de ouabaína en plasma de sujetos normales (Coto y cols., 1988a) siendo las concentra-
ciones terapéuticas de digoxina en plasma en el rango de 1-2 nM. Existen grandes variaciones de las
concentraciones de EDLF descritas en plasma debido fundamentalmente a las distintas técnicas
utilizadas, especialmente cuando se utiliza la reacción cruzada con anticuerpos anti-digoxina, debido
a que esta valoración sobreestimaría la detenninación por la reacción cruzada de otros factores
inespecíficos. Así, se han descrito concentraciones de hasta 80 nM (Devynck y cols., 1984a; Moreth
y cols., 1987). La utilidad de estas determinaciones en plasma intacto o parcialmente purificado está
basada, más que en valores absolutos, en la observación de cambios relativos en la concentración de
EDLF ante distintas condiciones fisiológicas o en diferentes situaciones patológicas. Así, se han
encontrado aumentos en la concentración relativa de EDLF con expansión de volumen (Kaloyanides
y Azer, 1971; Pamnani y cols.; 1989; Inagami y Taniura, 1987), en hipertensión (l-Iamlyn y cok.,
1982; Buckalew y Gruber, 1984; de Wardener, 1990), embarazo (Poston, 1990; Graves y Williams,
1984), neonatos (Montali y cols., 1991) o situaciones de descompesación corno la cirrosis hepática
(Naomi y cols., 1991).
1.a. EDLF similar a ouaba/na.
Recientemente Ha¡nlyn (1989, 1991b) ha descrito la completa purificación y caracterización
de un compuesto, aparentemente idéntico a onabaina, a partir del plasma humano. A partir del plasma
de sujetos normales y mediante múltiples pasos cromuatográficos logró purificar una sustancia que
posee las mismas características cromatográficas de retención que ouabalna en cuatro sistemas
3
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distintos. Este compuesto purificado presenta reacción cruzada con anticuerpos anti-ouabaína y un
peso molecular idéntico medido por espectiometría de masas con FAB, además de otras características
químicas como la derivatización con acido acético anhidro. Estabiliza la conformación E2P del enzima
de forma análoga a la ouabaína. Ya que la ouabaina no es activa por vía oral, la posibilidad de que
este hallazgo sea consecuencia de contaminación dietética puede ser desechada. Los autores llegan
a la conclusión de que en plasma humano existe una molécula natural idéntica a ouabaina aunque no
se ha descartado la posibilidad de que se trate de un isómero de la misma. Los niveles de esta
sustancia en humanos normotensos es de 138 ±43 pmol/l. Su sitio de producción podría ser la
glándula suprarrenal ya que se han encontrado altas concentraciones en extractos tisulares de esta
glándula en ratas, y la adrenalectomía disminuye los niveles plasmáticos , mientras que la nefrectomía
unilateral o el tratamiento con DOCA los eleva. Respecto al significado fisiológico de esta ouabaína
endógena hay que tener en cuenta que en preparaciones aisladas de aurícula y anillos aórticos de
cobaya su efecto es igual al de ouabaina de origenvegetal aunque el efecto cardiotónico y vasotónico
necesita concentraciones superiores (80 - 170 nM). Por otra parte la concentración de ouabaina
medida por radioimmunoensayo se reduce, al igual que la tensión arterial después de la extirpación
de adenomas en pacientes con hiperaldosteronismo primario (Masugi y cols., 1988).
Coto y cols. (1988a, 1988b) han aislado a partir de plasma y de orina un inhibidor que
desplaza
31-I-ouabaína de su sitio de unión en eritrocitos y es reconocido por anticuerpos anti-ouabaína,
lo cual sugiere que este componente tendría una estructura esteroidea similar a ouabalna (Coto y cok.,
1989a, 1992). El inhibidor aislado a partir de orina incrementa la concentración libre de calcio
intracelular en cultivo de células de músculo liso vascular de rata (Coto y cols., 1988c, 198%).
lb. BOtE similar a digoxina.
Sustancias de características similares a digoxina y con marcada reacción cruzada con
anticuerpos anti-digoxina han sido parcialmente purificadas a partir del plasma. El factor EDLF
descrito por Cloix y cols.(1984, 1985, 1986, 1987) ha sido purificado a partir de orina y encontrado
en plasma. Parece ser un aminoglicósido con un grupo carboxilo y tres grupos metilos que actuaría
de manera similar a la digoxina de origen vegetal aunque difiere de ella en que inhibiría la Mg2~-
ATPasa y Ca2~-ATPasa de mierosomnas de cerebro de conejo y no tendría actividad kaliurétiea en
bioensayos.
Coto y cols. (1990, 1993) han descrito la purificación de un compuesto con características
idénticas a digoxina. Este compuesto aislado a partir de orina humana tiene una movilidad
cromatográfica idéntica a la digoxina de origen vegetal y por espectronletría de masas con FAB tiene
un peso molecular igual y un espectro idéntico en resonancia magnética nuclear (RMN>. Su concentra-
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ción en plasma sería de 10-50 pM, o sea muy inferior a los niveles terapéuticos de digoxina. Este
factor es incapaz de aumentar la concentración de calcio libre en cultivo de células de músculo liso
vascular de rata (Goto y cols., 1989b). De acuerdo con los trabajos de Valdes esta digoxina endógena
sería también producida en la glándula suprarrenal (Shaildi y cols,, 1991). Este grupo ha purificado
a partir de corteza suprarrenal bovina una sustancia de similar peso molecular al de la digoxina de
origen vegetal, que en I-IPLC es ligeramente más hidrofóbica, y que presenta una absorción máxima
de UV de 215 nm, siendo la de los glicósidos cardíacos de 220 nm. La composición sería una
aglicona de 390 Da y varios residuos de azúcares. Su concentración en plasma sería de 728 nM y
también estaría presente en extractos de otros tejidos como hígado, riñón y cerebro,
j.c. Otros.
Además de los compuestos ya descritos existen otras sustancias EDLF parcialmente
purificadas del plasma que tendrían características distintas a las anteriores, Huckalew ha aislado una
sustancia a partir de plasma de perro con expansión de volumen (Gruber y cols., 1980; Buckalew y
Gruber, 1987; Rauch y Buckalew, 1988). Esta sustancia denominada endoxina no es un péptido, ni
un esteroide, ni tampoco tiene características lipídicas. Interacciona con la conformación E2 de la
(Na,K~)ATPasa y su estructura química no es conocida. Kelly y cols. (1985, 1986) a partir de
plasma normal humano aislaron tres fracciones activas de EDLF comprobando que dos de ellas eran
ácidos grasos no saturados. La tercera fracción es una sustancia no proteica con una absorción UY
entre 210 y 260. Tamnura (1985, 1987> también aislé ácidos grasos insaturados a partir del plasnia de
cerdo sometido a expansión aguda de volumen. Poston y cok. (1989) han purificado EDLF a partir
de suero de cordón umbilical en recién nacidos utilizando el transporte de sodio sensible a ouabaína
en leucocitos como bioensayo, siendo su estructura desconocida, aunque se ha descartado que sea un
péptido (Morris y cols., 1988). El grupo de Diamandis (1985) también ha purificado parcialmente una
sustancia EDLF a partir de suero de cordón umbilical cuya acción inhibidora de ¡a captación de ~Rb
se explicaría en parte por las concentraciones de progesterona en los extractos. Kramer y cols. (1986,
1991) han descrito la presencia en plasma de una sustancia, posteriormente caracterizada en orina,
que parece ser un péptido de peso molecular menor de 1000 Da que tiene actividad natriurética ¿a
vivo. Boschi y cols. (1990) han descrito la presencia de EDLF en plasma y en su posterior intento
de purificación han identificado una sustancia, probablemente peptídica, de un peso molecular mayor
de 1000 Da.
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2. Suprarrenal.
Debido a la alta concentración de sustancias con reacción cruzada con anticuerpos anti—
glicósidos cardíacos en extractos de glándulas suprarrenales y a la posible naturaleza esteroidea de
este factor, este tejido lía sido considerado como posible origen del EDLF . Diversos grupos han
intentado su purificación a partir de este tejido. Ya hemos mencionado en los apartados 1 a. y 1.b.
sustancias EDLF de posible origen adrenal o purificadas a partir de este tejido (Doris, 1992; Shaikh
y cols., 1991). Tamura e lnagami (1988, 1993) han aislado recientemente un compuesto de bajo peso
molecular, menor de 350 Da, cuya estructura química es aún desconocida. Este compuesto no tiene
una absorción UY característica, tiene reacción cruzada con anticuerpos anti-ouabaína e inhibe
específicamente la bomba de sodio, y su actividad no es afectada por enzimas proteoliticos aunque
se destruye por hidrólisis ácida y alcalina.
Sehoner y cols. (1993) han purificado a partir de glándula adrenal de cerdo mediante
sucesivos pasos de cromatografía de afinidad y HPLC dos componentes , uno de ellos similar a
ouabaína en cuanto al tiempo de retención cii HPLC y otro, cii menor proporción, y más hidrofóbico,
de lo cual deducen que posiblemente exista más de un factor similar a ouabaína en mamíferos.
3. 1-lipotólamo- hipófisis.
Pamnani y cols. (1981> describieron en ratas sometidas a expansión de volúnien, que una
lesión en la región AV3, disminuía el nivel de inhibidor de (Na’jKjATPasa. Extractos de hipotálamo
bovino fueron ensayados en membrana de vejiga de sapo, tejido muy rico en bombas de sodio, para
medir la corriente de cortocircuito (CCC) en microcámaras especiales e ¿u vitro, con {Na~,K~)ATPasa
de médula renal de cerdo, mostrando claramente la presencia de un factor o factores sin purificar, que
inhibían de forma reversible ambas actividades,
Alaghband-Zadeh y cois. (1983) ensayaron diferentes tejidos de rata y encontraron en el
extracto de acetona del hipotálamo una activación de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa seis veces
mayor que en el correspondiente extracto de plasma, Este mismo grupo (Millet y cols., 1987) ha
aislado un inhibidor de plasma humano y de rata y lo han comparado con el aislado de hipotálamo
de ratas hipertensas Okamoto, El factor aislado presentó las mismas caracteríasticas físico-químicas
en los 3 tipos de tejidos considerados. Tan sólo dos grupos (Goto y cols,, 1989a; 1-lolland y cois.,
1991) lun verificado la identidad de un factor similar a digoxina aislado de hipotálamo de rata y
bovino, con el previamente aislado de plasma y orina humanos, pero su nivel de caracterización
estructural es aún escaso.
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Haupcrt y Sancho (1979) llevaron a cabo la purificación parcial de un compuesto EDLF a
partir cíe tejido hipotalamico. Extractos de acetona-éter fraccionados en cromatografía de filtración
en gel inhibían el transporte de sodio en preparaciones aisladas dc vejiga de sapo ( Rufo Marinus
y la producción de fósforo inorgánico por <Na’,KjATPasa renal purificada. Además desplazaba a
3H-ouabaína de su receptor. Posteriormente, Haupert (1984, 1987, 1988b> ha estudiado ampliamente
las características de este factor parcialmente purificado (Haber y Haupert, 1987>. Entre otras
característica este factor es resistente a proteasas y fosfolipasas, actúa en la superficie extracelular de
la membrana (Carilli y cols., 1985) aunque atraviesa las membranas de liposomas (Anner y cois.,
1990). Inhibe la (Na~,K~)ATPasa de forma dosis dependiente y reversible, con una afinidad estimada
cíe K,= 1,4 nM, con requerimientos iónicos diferentes a los de ouabaína y vanadato, y parece unirse
al enzima en su conformación W• Recientemente han mostrado que este inhibidor sería un isómero
de la ouabaina (Tymiak y cols., 1993). En contraste con los glicósidos cardíacos, inhibe la Ca2~-
ATPasa de retículo endoplásmico aunque no la de membrana plasmática <Carilli y cols., 1985>.
También se ha descrito su efecto inotrópico (Hallaq y cols., 1989). De Wardener ha estuchado un
factor purificado a partir de hipotálamo de rata, evidenciando que la actividad inhibidora de la
(Na~,K~)ATPasa incrementa con el aumento de la ingesra de sodio (Millet y cois,, 1986, 1987;
Holland y cols,, 1991) Este material, parcialmente purificado, induce un aumento reversible de la
actividad GÓPD (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), técnica citoqulmica cuyas curvas dosis respuesta
son paralelas a las obtenidas inhibiendo (Na4,Kt)ATPasa. No absorbe en el UY y parece tener un
peso molecular menor de 500 Da.
Algunos autores han postulado que el hipotálamo estaría implicado en el desarrollo de la
hipertensión experimental y en la inhibición de la bomba de sodio. Songu-Mize y Bealer (1993) han
mostrado que una lesión del tercer ventrículo anteroventral (AV3V) reduce la inhibicióndel transporte
de sodio y atenua el incremento en la presión sanguínea. La búsqueda de un factor EDLF en el
sistema nervioso central se ha extendido al liquido cefalorraquideo (LCR). Se ha demostrado en LCR
humano intacto un efecto inhibidor sobre la (Na~,K~)ATPasa (Halperin y cols,, 1983). Este factor
tendría características compatibles con una estructura peptidica <Halperin, 1989), su concentración en
LCR aumentaría con expansión del volumen intravascular (Halperin y cols., 1985> e inhibiría la
producción de LCR al igual que la otiabaina exógena.
Con respecto a que la hipófisis sea el lugar de origen del factor natriurético, las evidencias
son más escasas. Sin embargo ya en 1974, se especulaba con el posible papel natriurético de las
neurofisinas (Robinson y cols., 1974), aunque otros autores atribuyen los efectos natriuréticos de los
extractos de los lóbulos posteriores cíe la pituitaria, observados en modelos experimentales en ratas,
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a oxitocina y vasopresina (Quamme y cols., 1976). Sin embargo al hipofisectomizar ratas Wistar, el
70% de la actividad digoxino-miiuética presente en plasma, desaparece (Pernollet y cols., 1986; Bose
y cols., 1988). Encontrándose valores de actividad digitálica para el tejido hipofisario muy altos
comparados con otros tejidos como cerebro, hipotálamo, corazón y riñón . Experimentos de
expansión de volumen con suero salino (Lichardus y Ponec, 1973> sugieren que un componente de
la cascada de la hormona natriurética pueda ser almacenado en la hipófisis posterior o en la pars
intermedia. Seldakova y cols. (1974) han aislado de hipófisis posterior bovina un tridecapéptido
natriurético cuya secuencia de aminoácidos se corresponde con los 13 primeros residuos de la ACTH.
4. Cultivos cobijares.
El grupo de Mir, al estudiar la presencia de EDLF en hipotálamo, adoptó la estrategia de
estudiar cultivos de células hipotalámicas, eliminando así las interferencias de fosfolipidos y
neurotransmisores presentes en altas concentraciones en extractos tisulares (Mir y cols., 1987). Con
este modelo este grupo ha demostrado la liberación en el medio de cultivo de células hipotalámicas
fetales de una sustancia EDLF. Esta sustancia es destruida por enzimas proteolíticas y por hidrólisis
ácida, sugiriendo una estructura peptídica (Morgan y cols., 1985>.
5. Otros,
Para explicar la hipótesis de la presencia en organismos superiores de un inhibidor endógeno
de la (Na~,K’jATPasa, también se ha postulado e] efecto regulador de sustancias ya conocidas.
Existen derivados de la progesterona que interaccionan con el receptor para glicósidos de la
(Na~,K~)ATPasa produciendo una inhibición ¿a vitro, siendo, por tanto candidatos a inhibidores
endógenos de la bomba de sodio. Vasdev y cols. (1985> han aislado de plasma humano sulfato de
dehidroepiandrosterona (DHEAS). El grupo de Laflella ha sintetizado un derivado 3-8-O-glucósido
de la 14-13-01-1-Progesterona, gime además de interaccionar con el receptor digitálico, tiene un efecto
inotrópico positivo sobre musculatura cardíaca de perro (Laflella y cols., 1985>. Estos autores
postulan que, a través de dos pasos enzimáticos, la progesterona endógena podría adoptar la
configuración no planar de este compuesto y actuar como un digitálico endógeno.
Otros candidatos a esta función serían los derivados de ácidos grasos insaturados, Ya liemos
mencionado que diversas búsquedas de una molécula con actividad EDLF han resultado en la
purificación de ácidos grasos insaturados (Tamura y cols., 1985; Kelly y cols,, 1986) aunque las
concentraciones necesarias para producir inhibición de la bomba de sodio son tan elevadas que su
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papel como reguladores fisiológicos es muy dudoso. Los derivados del acido araquidónico sintetizados
vía el sistema citocromo P450 han siclo reciemitemente foco de atención corno posibles reguladores
endógenos de la (NatK’)ATPasa (Escalante y cols., 1993). La función de estos derivados en el
control cíe la presión arterial no está aclarada, Su concentración está aumentada en la hipertensión
arterial aunque están considerados como vasodilatadores, acciómm contraria a la de sustancias cori
actividad EDLF.
Fagoo y Godfraind (1985) han aislado un inhibidor de la bomba de sodio llamado
cardiogfimina a partir de diferentes tejidos animales y estos autores postulan que podría tratarse de
un compuesto de la familia de los Ugnanos (Fagoo y cols., 1986). Estos compímestos derivados de
plantas han sido identificados en orina de mamíferos (Stiteh y cols., 1980), siendo el mayoritario la
emiterolactona.
1.2. Estri¡ctrmra química.
No existe, por el momento, unanimidad a la hora de establecer la naturaleza del inhibidor o
inhibidores endógenos de la bomba de sodio. A causa de la gran similitud entre los efectos del
inhibidor endógeno del transporte de sodio y la acción de los digitálicos en el organismo, algunos
autores (Cloix y cols., 1985; LaBella y cols., 1985) han sugerido la posible naturaleza esteroidea del
factor. Por otro lado autores comno Kramer y cols. (1985> han apoyado la naturaleza peptidica del
inhibidor, aislado de orimía de sujetos somuetidos a sobrecarga de sodio.
I-lamlyn y cols., 1991b han aislado a partir de plasrna humano un factor que estructural,
biológica e inmnímnológicamente es indistinguible de ouabaina,
De los grupos que utilizan el tejido hipotalárnico como fuente de aislamniento (I-laupert y cols.,
1984; Akagawa, 1984; Morgan y cols., 1985), los hay que apoyan la naturaleza peptídica del mismo,
basándose en su naturaleza zwiterónica y su sensibilidad a diferentes enzimas proteoliticas (Akagawa,
1984; Morgan y cols., 1985). Otros autores (Haupert y cols., 1984; Millet y cols., 1987) hami
comistatadosu carácter no peptidico al comuprobar su resistencia a hidrólisis ácida (Millet y cols,, 1987;
1-haber y I-laupert, 1987). Recientemente algunos grupos han aislado un compuesto que es un isómero
de la ouabaina (Tynmiak y cols., 1993>.
Algunos <latos conccrmíientes a su estructura quimnica coinciden entre los diferentes grupos.
El bajo peso molecular (500-1000 Da) , sim carácter termoestable, la desaparición de su efecto
inhibidor al ser sometido a reducción a cenizas, su semisibilidad a hidrólisis básica (Akagawa, 1984;
Morgan y cols., 1985; Millet y cols., 1987; Haber y I-Iaupert, 1987).
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Incluso existen grupos que apoyamí que existan dos formas moleculares del inhibidor, una no
pcptídica de bajo peso molecular y otra de mayor tamaño, sensible a la hidrólisis ácida (Coggins y
cols., 1987). Lo que otros grupos interpretan como forma libre del inhibidor y forma asociada a una
proteína (Montali y cols., 1987>.
2. RELACION ENTRE EDLF, ALTERACIONES DEL TRANSPORTE DE MEMBRANA E
HIPERTENSION.
Alteraciones en la homneostasis de Na~ y Ca2~ son posiblemente la base del proceso
vasoconstrictor que provoca laelevación en la presión arterial característica de la hipertemísión esencial
(Poston, 1987; Haupert, 1988a; Aviv y Laskcr, 1990; Marín, 1993).
La hipótesis descrita anteriormente que relaciomía la existencia de un inhibidor de la bomba
dc sodio con la iniciación y el mantenimiento del mecanismo líipertensivo está basada en tres
fenómenos fisiológicos bien documentados que aparecen durante la expansión de volumuen en
mamníferos. Estos somí: la inhibiciómí del transporte de sodio muediado por la presencia de una actividad
inhibidora en plasma, la inducción de natriuresis y el aumento de la reactividad vascular. Según esta
teoría estos tres fenómenos estarían producidos por un único agente común que sería de un inhibidor
emídógeno de la (Na’ ,K~)ATPasa que se liberarla ante el estímulo de la sobrecarga de volumen.
Por otro lado, se ha propuesto que cambios en la concentración de Ca2~ intracelular ([Ca2~]
1>,
como consecuencia de una alteraciómi en el transporte a través de la membrana celular, causarían
directamnente un aumento de la contracción arterial característica de la hipertensión (Postnov y Orlov,
1984; l-lermsmeyer, 1987).
Comí las recientes evidencias de que la hipertensión rio está siemnpre asociada con un
incremento cmi la [Na], (Alkajaer y cols., 1985) y del papel central que juega el calcio (Bhihíer y
cols,, 1984), parece razonable sugerir que el objetivo de la investigación sobre hipertensión debería
ser trasladado al estudio de la regulación del Ca
2~ intracelular.
3. HOMEOSTASIS CELULAR DEL Ca2~.
La comícemítración de Ca2’ libre intracelular se mantiene dentro del rango 10~ a 10 ~M frente
a 10 ~M en el fluido extracelular. El transporte activo de calcio contra un gradiente electroquímico
a través de la mnembrana plasmática junto con los sistemas de transporte intracelulares juegan un papel
esemícial en el níantemíimiento de esta baja concentración de Ca2d libre (DiPolo y Ecaugé, 1980). A
largo plazo, la salida de Ca2’ a través de la membrana plasmática es el único proceso no limitado que
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permite eliminar el Ca2 intracelular.
Puesto que un gran numero de hormuonas, neurotrarxsnmisores y otros estímnimlos celulares son
responsables de causar un incremento en la velocidad de entrada de calcio a través de la membrana
plasmática (Michelí, 1979), así corno debido al papel de este ión en muchos procesos celulares, entre
ellos el control de la excitabilidad neuronal y liberación de neurotransmisores (Akermmman y Nicholís,
1983), y en el control de la contracción y relajación muscular (Hasselbach, 1964) existe un gran
interés en cl mecanismo por el que se alcanza este cambio en la concentración de Ca2~ y también en
el proceso por el cual el calcio es transportado a través de la memnbrana plasmática en ausencia de
estímulo extracelular.
Ca2 ~
[ca]
‘VI-
CITOPLASMA
EXTERIOR
Esquemna 1, Esquema de los muccanismos implicados en la regulación del Ca2~ intracelular. Mit: mitocondria,
RE: retículo endoplásmico.
Algunos de los procesos implicados en la regulación de las concentraciones de Ca2~
intracelular (Rega y Garraban, 1986; Carafoll, 1987; Blaustein, 1988> incluyen: (1) la unión de Ca2~
a proteínas de memubrana o proteínas citosólicas con una alta afinidad por Ca2~, que incluyen
calmodulina (CM), parvalbúmnina, y una proteína que une calcio, dependiente de la vitamina D
MIT
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(calbimidina), (2) captación de Ca2’ por orgánulos intracelulares que secuestrami Ca24: el retículo
endoplásmnico liso, mitocondrias y vesículas sinópticas, y (3) tramisporte de Ca2’ a través de la
membrana plasmuática
4. TRANSPORTE DE Ca2t A TRAVES DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA.
El aumento de la concemitración de Ca2F intracelular en células excitables proviene de la
entrada de calcio vía canales dependientes de voltaje que se abren en respuesta a la despolarización
de la membrana o por liberaciómi de Ca2~ de los almacenes intracelulares sensibles a Ca2t o IP
3
(Pandiella y cols., 1989).
Las células disponen de dos mnecanismuos paralelos e independientes en su membrana
plasmuática para el transporte de Ca
2-’-: una bomba de Ca2t dependiente de ATP
((Ca2’ 1-Mg2’)ATPasa) y un sistema de intercambio Na~/Ca2~ (ausente en eritrocitos mnaduros>
dependiente del gradiente electroquimuico de Na’ generado por la (NatKt)ATPasa. En eritrocitos
humanos debido a la falta de este último sistema, la comicentración de Ca2~ intracelular es mantenida
solamente por la bomba de Ca2~(Lew y cols., 1982), por el contrario la salida de Ca2t en células
neuronales es casi enteramente dependiemite de umí mecanismo de intercambio Na+/Ca2t (Blaustein,
1988; DiPolo y Beangé, 1990). Este sistema puede promover la entrada de Ca2’ cuando el gradiente
de concentración dc Na1 es reducido o la membrana despolarizada.
Diferentes estudios apoyan la conclusión de que los dos muecanismos existen en la membrana
plasmática de las células excitables. Estos dos mecanismuos coexisten en una misma población de
vesículas de muembrana plasmuática sinaptosomal (Gilí y cols., 1981), junto a canales de Nat y a la
bomba de Nat dependiente de ATP (Gilí, 1982).
La actividad (Ca2’ +Mg2’jATPasa está bien documentada en varias fracciones subcelulares
de cerebro (Rahan2imoff y Abramnovitz, 1978) y en la memnbrana plasmática sinaptosotual (Sorensen
y Mahíer, 1981). Además, un mecanismo de extrusión de Ca2F dependiente de ATP en la membrana
plasmática del axón de calamar ha sido caracterizado por DiPolo (1978>. Esta membrana contiene los
dos mecanismos de transporte que según Gilí y cols. (1981) coexisten en la membrana plasmática
sinaptosomal. Se lía mostrado que la membrana plasmática de la célula muscular contiene un sistema
de intercambio Naí/Ca2t muy similar al encontrado en vesículas de memnbrana derivadas de
sinaptosomas (Reeves y Sutko, 1979) y que también contiene un mecanismo de transporte de Ca2t
(Caroni y Carafoli, 1980).
Igual que cl intercambio Na~/Ca21 (Bersohn y cols., 1991) el proceso de transporte activo
12
Int,vdurcíon
de Ca2 es muy dependiente de la temuperattmra y de la composiciáil ~O[UCfl del medio externo (Gilí s’
cols., 1981).
4.1. Imitercanibio Na~/Ca2’.
13s particularmente activo en membrana plasmática de células excilables (Blaustein, 1988;
DiPolo y Beaugé, 1990) aunque también está presente en células no excitables como células epiteliales
y en tejido endocrino (Lee y cols., 1980).
Este sistema tiene una afimmidad más baja para Ca2~ (Ko. = 0,5—1.0 ¡cNl) íue la bomba de Ca2’
pero una capacidad mayor de transporte (l3laustein, 197%; Sancliez-.ArIiiaSS y l3laustein, 1981).
El intercambiador NalCa2 es electrogénico con una estequLOIflOtríd en la mayor parte tic las
células de 3Na~ por cada Ca2 (Reeves, 1991), y bajo condiciones hsiológiciis la dirección del flujo
de Ca2 es modulada por el potencial de membrana y por el gradiente de concentración de Ha’ y de
Ca2~ a través de la membrana (Carafoli, 1987). Este sistema de transporte es dcpendienw del
gradiente electroquímico de Na~ generado por la bomba de Nah. Puede muisporíar 0mW a traves dc
la membrana sináptica en las dos direcciones dependiendo de la dirección hacia la que esté orientado
el gradiente de Na~ (Gilí y cols.,1984).
Es también regulado por la concentración de Ca2’ imitracelular. [Ctd 1~ esuimimia el influjo de
calcio dependiente del Na’~. El significado fisiológico de esta modulación por el Ca’’~ está en estos
momentos en estudio. La emítrada de calcio a través de los canales dependientes de volíaje (incremento
en la [Ca2~],)podría contribuir a favorecer la entrada de Ca2~ a través del intercambio NalCa2
(DiPolo y Beaugé, 1990>.
El intercambio Na~/Ca2’ es distinto de los canales de Na porqtme tetrodotoxína no lo inhibe
(Gilí y cols.,1981) pero es específicamente inhibido por agentes que disipan cl gradiente de Na
(muonensina y veratridina), Consistentemente, la adición al medio externo cíe cationes monovalentes
(Na~ y Lii) disminuye la captación de Ca2~. El Li~ puede imihibir el proceso por competición con el
Na~ por los mismos centros dc unión. Los lantánidos inhiben aproxi¡nadamenw en un 50% cl
intercambio Na~/Ca2~ a una concentración del t¿M. Esta inhibición es conípetiuiva y se produce ¡auto
para la salida como la entrada de Ca2~ con valores de K
1 similares en ambos casos (Rahami¡no[T y
Spanier, 1984).
4.2. Bomba <le Ca
2~ dependiente <le ATP.
La afinidad para Ca2~ligeramente más alta de la bomnba de Ca2’ puede sugerir su mayor
importancia en el mantenimiento de bajos niveles de Ca2’ libre CII condiciones cíe reposo dentro <leí
citosol sináptico, mientras que la mayor capacidad de transporte y ligeraunenw más baja afinidad del
13
Introducción
intercambio Na/Ca2’ puede imídicar que este mecanismo temídría más relevancia para reducir los altos
niveles de Ca2* (lurante la activación eléctrica (GilI y cols., 1984; Sanchez—Armass, 1987; Blaimstcin,
1988).
Una actividad que requiere Mg2 a comícentraciones relativamnente altas y Ca21 a
concentraciones submicromolares, actividad (Ca21 + Mg2jATPasa, originalmente descrita en
eritrocitos, está presente cmi miumnerosas membranas plasmáticas incluyendo sinaptosomas (Gilí y
cols.,1981), adipocitos (Pershadsingh y McDonal,1980), sarcolema (Caroni y Carafoli, 1980) y
células muusculares (Wuytack y cols., 1981). La identificación de este sistema de transporte de Ca2~
dependiente de ATP en diferentes tipos de células sugiere que puede ser el principal ¡necanismno del
que dispone la célula cmi reposo para elimuinar Ca24 a través de la muembrana plasmática. Un sistema
simnilar con diferentes propiedades está presente en el retículo sarcoplásmico como describiremos
posteriormente.
La ATPasa dependiente de Mg2~ y estimulada por Ca2~ en fracciones de membrana
sinaptosonmal es una enzima de alta afinidad hacia 0a2 comí valores de K~, en el rango submicroníolar
(Javors y cols, 1981; Sorensen y Mahíer, 1981; Michaelis y cols., 1983; Gilí y cols.,1981).
Existemí en la bibliografía numerosos datos <le distintos autores acerca de la estimulación por
calnmodulina (CM) de la actividad (Ca2~+ Mgm’)ATPasa de membrana plasmática sinaptosomal
(Sorensen y Mahíer, 1981; I-Iaki¡u y cols.,1982) y de eritrocitos (Rega y Garrahan, 1986). Si bien
el efecto estimulador de CM es un hecho probado, existen en la literatura grandes variaciones acerca
de la magnitud del efecto. La ATPasa de cerebro es menos fuertemente activada por CM que lo es
la de eritrocitos (I-Iakim y cols., 1982; Sorensen y Mahíer, 1981>. Estas variaciones pueden ser
debidas a que en el cerebro existen altas concentraciones de proteínas capaces de unir CM (Sorensen
y Mahíer, 1981). Otra posible explicación puede ser que fosfatidilserina puede sustituir a CM an la
activación de la (Ca2’ -I-Mg2’)ATPasa (Niggli y cols.,1981).
La (Ca2 +Mg2)ATPasa purificada de membrana plasmática sinaptosomnal (Hakim y cols.,
1982) tiene un peso molecular entre 138 y 150 KDa calculado por electroforesis en geles de
poliacrilamida/SDS, siendo este similar al de la Ca2~-ATPasa de muembrana plasmática de eritrocitos
y sarcolema (Carafoli, 1991b).
La (Ca2 +Mg2’jATPasa pertenece a la clase P-ATPasas sensibles a vanadato, según la
clasificación de Pedersen y Carafoli (1987), dentro de las cuales tamnbién se incluye la
(Ca2~ + Mg21)ATPasa dc retículo sarcoplásmico y la (Na~,K~)ATPasa. Es estimulada, como ya hemos
mencionado, por calmodulina y por diferentes tratamientos, como la presencia <le fosfolipidos ácidos,
proteasas, fosforilación por proteínas quinasas A o C y autoasociación para formar dímeros u
oligómeros (Wuytack y Raeymaclcers, 1992>.
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42.1. Estrtmctura.
La estructura primaria de la bomba de Ca2F de la memnbrana plasmática era deducida en 1988
por Shull y Greeb a partir del ADNC aislado de cerebro de rata y por Veriua y cols., de teratoma
humano, La bomba de Ca2’ es una sóla cadena polipeptídica de un peso molecular de aprox. 134
KDa, producto de umia familia muultigénica: 4 genes han sido encontrados en humanos, y han sido
asignados a los cromosomnas 1,3 y 12. Isoformas adicionales se originan a través de umm procesamiento
alternativo del ARN’,,. Se ha sugerido que hay al menos 4 isoformas (Carafoli, 199 Ib). La secuencia
en todas ellas está conservada excepto en la región C-terminal.
E
•coom
Esquemna 1. Modelo de
la cstrtmctura sectmndaria
de la bomuba de Ca2’ de
la muembrana plasmática
(Wang y cols., 1992).
El perfil de hidrofobicidad de la secuencia primaria de esta proteína, así como la homología
con la bomba de Ca2’ de RS permite predecir la existencia de 10 a-hélices transmembranales
(Carafoli, 1991b; Wang y cok, >1992), la localización de los extremos N- y C- terminales cmi la parte
citoplasmática y tres grandes domimiios que se orientan hacia la cara citosólica, el primero conecta las
hélices transmuembramiales 2 y 3 y contiene a-hélice y hoja plegada fi (aprox. 170 residuos>, el
segundo dominio (aprox. 400 residuos) rico en hoja plegada ¡3 está localizado entre las posibles
hélices transmembranales 4 y 5. Este dominio contiemie el sitio catalítico, con un residuo aspártico
muy conservado en todas las ATPasas que forma el intermediario fosforilado (EP), una lisina
implicada en la unión del ATP y una prolina en la posición bisagra.
InI.
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A pesar de ciertas simulitudes con la bomba de Ca2~ del RS (BrandI y cols., 1986) ,la Ca2’-
ATPasa de muemubrana plasmática presenta dos domuinios (A y B) que limitan un dominio básico (C)
cerca del extremno C-termimial donde estaría localizado el sitio de unión de CM (aprox. 25 residuos
básicos), y un domuinio altamente cargado D (el cual puede ser dividido en un corto domninio ácido
Dm seguido por un dominio básico D
2) en el primer lazo citosólico donde estaría localizado el sitio
de unión de los fosfolípidos ácidos.
¡-lan siclo identificadas 3 isoformas de la Ca
21-ATPasa en cerebro de rata y 2 en eritrocitos
humamios, que representam al menos 4 diferentes productos génicos (PMCAI-4). El ARN,~ que
codifica PMCAI está presente en todos los tejidos, mientras que el de PMCA2 y PMCA3 es
restringido a cerebro y n~úsculo esquelético, respectivamnemite. Los eritrocitos humanos contienen
isoformuas PMCAI y PMCA4 (Wang y cols., 1992; Wuytack y Raeymaeker, 1992).
Las isoformuas de la bomba no muestran variaciones en los dominios conservados de las
ATPasas tipo-P, que son los que se encuentran alrededor del sitio activo. La diversidad concierne a
los dominios reguladores, por ejemplo, el procesamiento altermiativo del ARN~ puede eliminar el
dominio fosforilado por la proteína quinasa A o insertar domninios entre los subdominios A y 13 del
sitio de unión de CM.
4.2.2, Actividad,
La (Ca2~+Mg2’)ATPasa pertenece a las ATPasas tipo E
1/E2, con dos estados
conformuacionales E, y E2, que se imiterconvierten durante el ciclo catalítico y muestran diferentes
afinidades a Ca
2’ (Rega y Garraban, 1986)(véase esquema)
AP Mg2’ Ca2~ Mg2~ ADPt 4
E
1 ‘-‘~P
E~—ATP
~~~~2+Ca
22N
‘
Esquema 3, Ciclo catalítico de la bomuba de Ca
2~ de la membrana plasmática.
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En el transporte de Ca2 una comiformación de la enzima (Em) con alta afinidad por Ca~ es
fosfomilada por ATP en un residuo aspártico para formar el intem~mediario fosforilado Ca2~EP . Este
sufre un cambio confommuacional a Ca2’ ~P, con umía baja afimíidad por Ca2’ .y el Ca2’ es liberado al
exterior de la célula, por un mecanismo no del todo conocido (de Meis y Vianna, 1979).
En su forma basal, la enzima existe en un estado de baja afinidad por Ca2’ (K
0,5(Ca)=4-20
¡xM) y en presemicia de reguladores fisiológicos increinenta su afinidad a 0,2-0,7 ttM. Es regulada por
ATP a concentraciones submilimuolares. La bomba transporta Ca
24 con una estequiometría de 1
(Ca2’ :ATP) (al muenos emí liposotuas reconstituidos). Funciona predominantemente de muodo
electroneutro en eritrocitos, pero puede ser electrogénica en otras céltílas ineluyemído las células de
musculatura lisa vascular (Furukawa y cols., 1988).
Posee una alta afinidad por Ca2’. El calcio juega un doble papel regulador. Por un lado,
estimnula esta actividad a concentraciones submicromnolar y, por otro, produce una eon2pleta imíhibición
en el rango submilimolar a milimolar (Sorensen y Mal3ler, 1981; Michaelis y cols., 1983). La
respuesta bifásica de la enzima frente a la concentración de calcio parece ser un propiedad general
de las bombas de Ca2’- de la membrana plasmuática (Rega y Garraban, 1986).
Vanadato es un inhibidor relativamemíte especifico con una Km aparente de 0,5 ¡xM-2gM (Gilí
y cols., 1984, Michaelis y cols,, 1983). Por el contrario, la K
1 para la bomba de Ca
2~ del retículo
sarcoplásmuico es cíe 10 a 100 veces más alta, lo cual permite diferenciar ambas actividades (O’Neal
y cols., 1979). La inhibición producida por La3~ ha sido observada en eritrocitos, adipocitos y
membrana sináptica (Schatzmnanmí y Roelofsen, 1977; Pershadsingh y McDonald, 1980; Sorensen y
Mahíer, 1981). La3’ no imíhibe la actividad ATPasa basal dependiente de Mg2’ (Michaelis y cois,
1983), siendo una inhibición específica de la (Ca2~ +Mg21jATPasa a la que en una concemítración de
50 ¿xM inhibe aprox. en un 80% (Micliaelis y cols., 1983),
La actividad (Ca2 +Mg2’)ATPasa de sinaptosomnas es insensible a ouabaimía y oligomuicina
(Michaelis y cols.,1983).
5. ACTIVIDAD ADENOSINTRIFOSFATASA EN SINAPTOSOMAS.
La aplicación de métodos de fraccionamiento celular al sistema nervioso central ha permitido
el aislamiento de los sinaptosomas como unidad estructural y funcional. Estos han sido ampliamente
utilizados como modelo experimemítal para el estudio de la actividad (Ca2~ +Mgm’)ATPasa de
membrana plasmática, acoplada al transporte de Ca2~, y de los diferentes sistemas de transporte
implicados en la regulación de La homeostasis celular de Ca’~ en las células nerviosas.
Sorensen y Mahíer (1981) han descritoen membrana sináptica de corteza cerebral de rata tres
17
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actividades AlPasa funcionalmente distinguibles por su dependemícia de iones muetálicos divalentes y
su respuesta a cationes monovalentes e inhibidores: Mg2~—ATPasa, Ca2’-ATPasa y
(Ca2 + Mg2)ATPasa, esta última se muamiifiesta en presencia de ambos iones comuo una estimulaciómí
por Ca2’ por encima de la actividad máxima medida en presencia solamente de Mg2’.
La actividad ATPasa dependiente de Mg2’ (Mg2~-ATPasa) parece exhibir algunas
características descritas para la actividad electrogénica que transporta protones asociada con vesículas
que almuacenan neurotransmuisores (Tolí y I-Ioward, 1978). Otro posible origemí de esta actividad
enzimuática podría ser una ATPasa del tipo de la miosina o actomiosina o proteínas asociadas a
muicrotúbulos, unidas a la cara interna de la membrana sináptica (White y cols., 1980). No obstante,
en estas muerubranas existe una comicemítraciómi muy baja de miosimia, lo cual junto comí la respuesta de
la enzima a algunos inhibidores específicos (Sorensen y Mahíer, 1981), como NEM, permite
considerar poco probable una contribución significativa de la actividad ATPasa de ¡niosimía o
actomiosina. La actividad relativamente baja asociada a tubulina en preparaciones purificadas de la
proteína (White y cols.,1980) hace qtme mio sea probable una contribución sustancial de esta actividad
24
a la membrana sinaptosomal. Recientemnente ha sido descrito umi proceso de eflujo activo de Mg a
través de la muemubrana plasmática de sinaptosomas dependiente de ATP y que es imíhibido por altas
concentraciones de Na4 citosólico (Zocearato y Alexandre, 1986). Es muy probable qime este proceso
sea mediado por imna ATPasa que bombee Mg’.
La actividad ATPasa dependiente de Ca24, comí una baja afinidad por Ca2~ , puede en parte
reflejar la susceptibilidad de la enzima, asociada con algunos gránulos almnacenadores, de ser activada
por cualquier catión, v.g. funcionar como una (Mg2~/Ca2~>ATPasa (Jones,1979). Sin embargo, la
ausencia de respuesta de la actividad Ca2~-ATPasa en membrana sináptica a algunos inhibidores de
la actividad enzimuática dependiente de Mg2~, como DCCD o NBD-CI (Sorensen y Mahíer, 1981)
sugiere que las níembranas sinápticas contienen una actividad adicional dependiente sólo de Ca2’. Esta
situación es similar a la descrita por Pershadsingh y McDonald (1980) emx membrana plasmática de
adipocitos y por Verma y Penninston (1981) en cuerpo lúteo . Una explicación alternativa sugerida
por Sorensen y Mahíer (1981) es que en presencia de diferentes iones metálicos divalentes la enzima
asume diferentes conformaciones, lo cual varia la accesibilidad de estos inhibidores altamente
específicos. Finalmente, la presencia de esta actividad asociada a membranas sinápticas podría hallarse
relacionada con su función de liberaciómí de neurotransnlisores, más que de captación.
Estas actividades ATPasa tienen sus sitios activos orientados externamente y por tanto pueden
ser clasificadas como ectoenzimas (Nagy y cols,, 1986). La localización externa de las ecto-ATPasas
sugiere que son diferentes de las ATPasas localizadas en la superficie interna de la membrana
18
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plasmnática imp! ica<las en funciones de transporte celular.
La posible ftmnción fisiológica de las ecto—ATPasas sinaptosonial no es conocida. Se ha
l)moptlesto (Nagy y cols., 1986) qime cl ATP liberado desde ciertos tipos celulares, como termuinaciomies
pre o postsinál)ticas sea hidrolizado produciendo adenosina (Sorensen y Mahler, 1982>. Por participar
emi el control del míivel de ATP extracelular las ecto-ATPasas pueden afectar a toda una serie de
sucesos en la membramía, comno cambios en la permneabilidad o procesos de transporte activos y
pasivos. Los muetabolitos de la hidrólisis de ATP extrasinaptosomal y La energía liberada podrían estar
implicados en la regulación de la transmisión nerviosa (Nagy y cols., 1986>.
2+
La actividad que requiere Mg2’ a concemitraciones relativamente altas y Ca a
concentraciones submicromolares representa la contrapartida enzimuática de la bomba de Ca2h presente
en numnemosas membranas plasmáticas incluyendo sinapsis (0411 y cols.,1981), adipocitos
(Pershadsingh y McDonal,1980) y sarcolema (Caroni y Carafoli, 1980).
6. RETICULO SARCOPLASMICO: ESTRUCTURA, FUNCION Y COMPOSICION.
El retículo sarcoplásmico (RS> es el orgánulo suboelular encargado de controlar la
concemitraciómí del calcio emí el citosol de la célula muscular. Está formado por numerosos túbulos
membranosos longitudinales que se disponen de forma paralela envolviendo a cada miofibrilla en la
célula muscular. Se comíecta comí la membramía plasmática de la célula muscular, denominada
sarcolemna, a través de los llamados túbulos T.
El retículo sarcoplásmico está directamente implicado en el control de la contracciómí y
relajación muscular. En una fibra mntmscular en reposo el Ca2~ está almuacenado en el interior del RS.
El gradiente de Ca2~ entre el interior y el exterior de las vesículas se mantiene por acción de la
ATPasa dependiente de Ca2’, que borubea iomíes Ca2’ al interior del RS con consumo de ATP
(2Ca2’/LATP). La llegada de un potencial de acción al músculo, provoca una onda de despolarización
que se transmite desde el sarcolemna, a través de los túbulos T, hasta las cisternas terminales del
retículo sarcoplásmuico donde se produce la liberación del Ca2’ al sarcoplasma a través de canales de
Este flujo de salida de Ca2~ produce un incremento en la concentración del ión en el
citoplasma y desencadena la contracción muscular (l-Iasselbach, 1964; Ebashi y cols., 1969>. Cuando
el impulso nervioso cesa, los iones calcio son recaptados por el RS por la acción de la ATPasa
dependiente de Ca2’(MacLemínan y cols,, 1976; Tada y cols., 1978) y la célula muscular vuelve al
estado de reposo.
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Se han descrito diferentes proteínas localizadas en la membramia de RS, que están relacionadas
con la actividad del transporte de Ca2’. Entre estas proteínas se encuentran La ATPasa dependiente
de Ca2’; Es uno de los sistemas de transporte primario mejor caracterizados y constituye el 60%-80%
(lnesi, 1972; l-lasselbach, 1974) del total de proteína de esta membrana. Su ftmnción está relacionada
con el mecanismo de relajación muscular y consiste emi el transporte de iones Ca2~ al interior de las
vesículas acoplado a la hidrólisis de ATP.
En el interior de las vesículas de RS están presentes dos proteínas solubles que unen
(a) la calsecuestrina, es un proteína extrínseca que se localiza en el lumnemi vesicular (Meissner, 1975),
tiene una gran capacidad para unir Ca2’ y su peso molecular se encuentra entre 44 y 65 KDa
(Meissner y cols,, 1973), y (b) una glicoproteina que une Ca~ con alta afimiidad (Kd=2,S-4 ¡íM), con
un peso molecular de 55 KDa y se localiza en la cara interna del RS (Steward y cols., 1916).
En las cistermias termninales del RS se localiza el canal de Ca21 sensible a rianodina, su peso
molecular es de 450 KDa (Inui y cols., 1987) y está implicado en la liberación del calcio almacenado
en el interior de las vesículas (Meissner, 1986).
6.1. (Ca2’ -1- Mg2’>ATPasa <le retícimio sarcop1~smicO.
La (Ca2’ +Mg2~)ATPasa está formada por una sóla cadena polipeptidica de 1001
aminoácidos, con un peso molecular de 110 KDa (Brandi y cols,,1986, MacLennan y cols., 1985>.
El perfil de hidrofobicidad de la secuencia primaria de esta proteína permite predecir la
existencia de 10 a-hélices transmembranales con los extremos N- y C- terminal localizados en la parte
citoplasmática y una gran cabeza globular rica en hoja plegada (3, constituida por dos grandes
secuencias hidrofílicas que se orientan hacia la cara citosólica (Brandi y cols., 1986>. El sitio de unión
para el ATP, fosforilación y el mecanismo de transducciómi estarían localizados en estos dos domninios
globulares citoplasmnáticos, mientras que la unión de Ca2’ estaría localizada en la región
transmembranal. Los estudios de mutagénesis dirigida han permitido determinar la existencia de 6
residuos mnuy conservados en la estructura de la ATPasa localizados en las posibles secuencias
transmnembranales M,,M
5,M6 y M8 que podría formar parte de un canal transniembranal para el paso
del calcio (Clarke y cols., 1989; Maclennan, 1990, Andersen y cols., 1992).
La estructura cuaternaria de la ATPasa, debido a la dificultad para obtemier cristales en tres
dimensiones, es objeto de numuerosos estudios de baja resolución: digestión proteolítica limitada (Le
Maire y cols., 1990), utilización de anticuerpos monoclonales( Clarke y cols., 1990) , difracción de
rayos X o de neutrones en vesículas nativas o reconstituidas (Dupont y cols., 1973) , microscopia
elcetrónica de cristales bidimensionales <Stokes y Oreen, 1990), RMN, etc. Pero una gran parte de
la información sobre la localización de centros funcionales en la ATPasa se ha obtenido por la
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utilización de muarcadores fluorescentes y técnicas de transferencia de energía (Gutiérrez-Merino y
cols., 1987; Munkonge y cols,, 1989; Martonosi y cols., 1990; Inesi y cols., 1992).
‘3
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Esqimenia 4, Modelo de la estructura secundaria <le la AlPasa dependiente de Ca2’. Basado en el perfil dehidrofobicidad de la sectmeacia primaria (Brandi y cols., 1986),
Aunque parece bastante clara la tendencia a agregar de la (Ca2~+Mg2~)ATPasa , el
significado funcional de estos oligómeros no es tan evidente. Un importante número de estudios con
(Ca2’ +Mg2~)ATPasa solubilizada con detergentes presenta evidencias en favor del estado
monomnérico de la proteína (Moller y cols., 1980; Vilsen y Andersen, 1986: Andersen, 1989). La
(Ca2’ -1- Mg2~)ATPasa monomérica mantiene toda la maquinaria requerida para acoplar la hidrólisis
de ATP con los cambios estructurales emi los sitios de unión del Ca2~ implicados en el transporte,
mientras que las interacciones proteína-proteína juegan un papel modulador y estabilizante para la
función de la enzima (Moller y cols., 1982; Andersen, 1989). El equilibrio inonómero-oligómero
presente en una solución detergente implica contactos relativamente suaves péptido-péptido que
podrían disociamse durante el transporte.
La hidrólisis de una molécula de ATP permite el transporte activo de dos iones Ca2~
(I-Iasselbach, 1964). El calcio se acumula en el interior de las vesículas hasta alcanzar una
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concentración interna cíe calcio libre lo suficientemente elevada comuo para inhibir a la enzimua (Searpa
y cols., 1972), entonces la ATPasa actúa a una velocidad estacionaria igual a la velocidad de salida
pasiva tic los iones Ca’ a través de la membrana.
La (Ca’’ +Mg’’)ATPasa de RS pertenece junto a la Ca’t-ATPasa de membramia plasmuática
y la Na,K’-ATPasa a las denomimiadas P-ATpasas según la clasificación sugerida por Pedersen y
Carafoli (1987). Todas las catión ATPasas tienen una secuencia de alta homnología emitre el residuo
308 y 358 en la ATPasa de RS, este segmento incluye el residuo de Asp (351) que es fosforílado y
una secuencia qime conecta este segmento a la cuarta hélice transmemnbranal(Green y MacLeminan,
1989; Inesi y Kirtley, 1992).
Se han propuesto varios mecanismos de acción para la (Ca2F +Mg2t>ATPasa; el modelo
cinético que vamos a comentar aquí es el de (le Meis y Vianna, 1979:
Al’? Ab?
E—$— ~;E L ~: E ‘ATt ...L ~:E r”(21 (3~
<0> <4>
• <7) <6> <~> co
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Esqmmemna 5. Esquema propuesto por de Meis y Vianna (1979) para el ciclo catalítico de la ATPasa dependiente
de Ca2t.
El enzima puede encomitrarse en dos estados conformacionales Ca
2E, y E2. La forma E, de la
enzima posee los centros de alta afinidad para Ca
2’ orientados hacia el citoplasma. El proceso implica
la unión de 2Ca2t a un sitio de unión de alta afinidad en la conformación E, seguido por la
fosforilación de un grupo ¡3-carboxilo de un residuo de aspartato en el centro activo y la oclusión de
Ca’1 en un intermnediario Ca,-E, P. Un cambio en la conformación del enzima del estado E, a E
2
<Ca,-E, P) conduce a la traslocación y liberación del Ca2t en el interior del RS. El proceso es
completado por la hidrólisis depemidiente de Mg2t del intermnediario E,-P, con la liberación de P, y
la isomnerización del enzima del estado E
2 a E, (Inesi y de Meis, 1985). El transporte de calcio es
reversible, conduciendo a la síntesis de 1 mol cíe ATP por cada 2 iones calcio liberados del RS
(Martonosi, 1984).
La conformación E, es estabilizada por saturación de los sitios de alta afinidad por Ca
2t o por
lantánidos. La eliminación de Ca2t con EGTA y la unión de vanadato estabiliza la conformación E
2.
La (Ca’t+Mg’t)ATPasa no es inhibida por oligomicina, pero si lo es por rojo rutenio,
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reactivos sulfidrilos como la NEM, y ciertas aminas aromáticas como la fenilamina, reserpina, etc.
Vanadato inhibe el enzima pero a un valor de K~ más alto que para la bomba de Ca2t de membrana
plasmática y esta inhibición es abolida por La unión del Ca” a los sitios de baja afinidad.
Recientemente, se ha descrito la existencia de inhibidores específicos para esta enzimna, como
son la tapsigargina y el ácido ciciopiazónico (Seidíer y cois., 1989; Delesus y cols., 1993>.
7. (Na~,K~)ATPasa.
El intercambio del Na’ citoplasmático por el K~ extracelular a través de la memubrana
plasmuática de todas las células animales está mediado por una enzima de la membrana plasmática, la
(Na’ ,K’)ATPasa.
La (Na’,K’)ATPasa descrita por Skou en 1957, es una bomba electrogénica que intercainbia
3Na’ por 2K’ a través de la membrana celular mediante la hidrólisis de ATP. La enzima mantiene
un gm-adiente de concentración cíe Na’ y K~ y contribuye a mantener el potencial de muembrana de la
célula en reposo. Estos gradientes son utilizados para la re- y despolarización del potencial de
membrana, para la regulación (leí volumen celular, y el transporte activo de glucosa y aminoácidos,
procesos cíe cotransporte a través de la membrana.
7,1. Estructura.
Está formada por dos subunidades, a y fi, y se encuentra asociada en la membrana a
fosfolípidos de gran importancia para su actividad fisiológica (Ottolenghi, 1979). Es una proteína
transmemubranal que puede unir ligandos tanto en la parte citoplasmática de la membrana (ATP,
vanadato, Na’) como en la extracelular (ouabaína, K~,Rb). La subunidad mayoritaria es la a, que
supone el 70% de la proteína total del complejo, contiene cerca de 1012 aminoácidos (Shull y cois.,
1985) y un peso molecular de unos 112 KDa, En esta subunidad radican los centros catalíticos, sitio
de unión para el ATP ,el sitio fosforilado durante el ciclo catalítico y el sitio de unión de los
glicósidos cardiacos.
Se han identificado diferentes isoformas, tres de ellas han sido identificadas en vertebrados
(Lingrely cois,, 1991). Laisoformnaam seencuentraprácticamenteentodas las células, a
2enmúsculo
esquelético, y a3 se encuentra en tejido nervioso. La identidad de la secuencia entre estas isoformas
es de umi 84%, con las diferencias mayores en el extremo N-terminai.
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Esqimemna 6. Modelo (le la estnmctura secundaria (le las simbimnidades a y ~ de la (Na~ ,K~)ATPasa. Basado en
el perfil de hidrofobicidad dc la secuencia primaria (Lingrel, 1992).
El extremo N-terminal está en el lado intracelular de la membrana y estudios recientes
sugieren que el extremo C-terminal también se encuentra en este lado (Antolovic y cols., 1991). El
número de segmentos emnbebidos en la membrana deducidos del perfil de hidrofobicidad es 7 u 8 con
una estructura a-hélice. Con ambos extremos de la proteína en el mismo lado de la membrana, el
número más probable de hélices es 8. El gran lazo intracelular, el cual contiene el sitio de unión del
nucleótido es predominantememite estructura en hoja plegada 13 (Modyanov y cols, 1991). La
subunidad a tiene el sitio de fosforilación (Asp 369) en el lado citoplasmático. La unión de ouabaína
tiene lugar en el lado extracelular. La unión entre el primero y el segundo segmnento transmembranal
es de gran importancia para la sensibilidad hacia los glicósidos cardiacos, El sitio de unión del catión
no ha siclo identificado, pero la oclusión de Rb~ y Na’ parece estar relacionado con un fragmento
de 19 KDa en el lado amino terminal en el residuo 831 (Karlish y cois, 1990). Recientes experimentos
sugieren que esta subunidad está glicosilada en el lado intracelular (Pedenonte y Kaplar, 1991).
La subunidad fi es umia glicoproteina de 35 KDa, que contiemie cerca de 300 aminoácidos
deducida a partir del ADN~ de riñón de oveja en 1986 por Shull y cols,, con una alta homología entre
las isoformas.
Hay un segmento hidrofóbico embebido en la membrana plasmática cerca del extremoN-
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terminal de la proteína, y el C-terminal está localizado en el lado extracelular de la membrana- La
subunidad fi está glicosilada en 3 residuos de Asp en el lado extracelular, con un peso molecular de
los restos hidrocarbonados de 10 KDa (Esmamin y cols., 1980). La subunidad 13 parece tener
importancia para la inserción del complejo a¡3 en la membrana. No ha sido posible separar la
subunidad fi de la a sin pérdida de actividad enzimática. Se ha mostrado que la reducciómi de puentes
disulfuro en la subunidad fi conduce a la imiactivación de la actividad enzimática, lo cual sugiere umi
papel estructural para esta subumuidad (Skou y Esmann, 1992>.
No existe consenso sobre si la enzima puede llevar a cabo todas sus actividades biológicas en
forma de dímero afl o de tetrámero a2132. Reciemitemente se ha comprobado que cada unidad soluble
es capaz de unir una molécula de ATP y de llevar a cabo la interacción entre las dos
conformaciones en las que podemos emicontrar la enzima, E1-E2, pero no se puede descartar que sea
necesaria la formación de complejos tetraméricos para llevar a cabo el transporte de Na’ y K’
(Craigh y Kyte, 1980; Vilsen y cols., 1987>.
7.2. Actividad.
La enzima existe en 2 conformaciones diferentes llamnadas Em y ~ Las interconversiones entre
amubas conformaciones quedan recogidas en el ciclo adjunto emi donde se reproduce el esquema
propuesto por Cantley, 1981:
E1 (3Na>E1 (3Na)E1 ‘Mg~ ATP
3Na¡ Mg.ATP
2K¡
(2K) 2
I - ~ P1, Mg
(SNa)E1—’P. Mg
2Ke aNee
Esquemna 7. Ciclo catalítico de la (Na~,K’)ATPasa (Cantley, 1981).
En ausencia de cationes en el muedio, la enzima se encuentra en la comiformación ~2 . La
adición de Na’ conlíeva una transición conformacional a E1Na01. Si en lugar de NaF afiadimnos K’ al
medio, favorecemos la transición a una conformación E2(K~1>, con una velocidad de liberación de K’~
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muy lenta. Es lo que se denomina conformación con oclusión de Id. La principal diferencia entre
ambas conformaciones es la alta afinidad para el XTP de la conformación E,Na1 frente a la baja
afinidad de la E}K,>. La unión de ATP favorece la transición de E2 a E,, mientras que la
fosforilación del enzima favorece la transición opuesta, es decir de E1 a E2. La oclusión de los
catiomies puede representar una inmnovilizacióm de los mismos en entornos más intracelulares o más
cerca del citoplasma, según que catión se trate.
7.3. Inhibidores cíe la bomnba <le NaF.
Los glicósidos cardíacos son inhibidores específicos de la (Na’,K’)ATPasa Existe un sitio
específico en la estructura enzimática de la (NatK)ATPasa para esta familia de sustancias aisladas
de plamitas (Schatzmamn, 1953; Schwartz y cols, 1975). También se ha demostrado la síntesis de
glicósidos cardiacos en insectos y en anfibios (Meyer y Linde, 1971; Pastecís y cols,, 1979),
interpretándose evolutivamente su presencia como un mecanismo adaptativo cíe defemisa de estas
especies frente a sus predadores.
Este receptor específico para glicósidos cardíacos se ha conservado fuogenéticamnente en las
(Na’,K’)ATPasa de diversas especies animales estudiadas, aunque su grado de afinidad varía
ampliamente para diferentes especies y dentro de cada especie para los diferentes tejidos, lo cual esta
relacionado con las diferentes isoformas de la enzimna.
Al igual que ocurriera con los opiáceos se ha especulado con la posibilidád de que este sitio
fuera, en realidad, tmn receptor específico de un ligando emidógeno con propiedades inhibidoras de la
bomba de Na’. Esta hipótesis ha ganado credibilidad con la purificación de sustancias comi acción
semilejante a glicósidos cardiacos (Endogenous Digitalis-Like Factor, EDLF) (Schoner, 1991; I-larnlyn
y cols., 1991b; Shaikh y cols., 1991>.
El glicósido muás ampliamente estudiado es la ouabalna, debido a su solubilidad en agua. Tiene
una K05 del orden de í0-~ - iO~ M para la enzima en la mayor parte de los tejidos y se une a la
enzima preferentemnente en la conformnación 132-P, es decir en la superficie externa de la membrana
(Schwartz y cols., 1975; Wallick y Schwartz, 1988); la presencia de K’ protege a la enzima de su
inhibición.
8. ALTERACIONES EN EL METABOLISMO DEL CALCIO.
El calcio desempefia un papel central en el control de la contracción de la musculatura
vascular lisa y ha sido implicado en la patogénesis de la hipertensión esencial (Aoki, 1984; Young
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y cols., 1990). llay numnerosas evidencias de que alteraciones cii el metabolismo celular del Ca2~
descritas en hipertensión son debidas a un defecto humoral. Se ha postulado la existencia de una
sustancia endógemía que directamente inhibiría la bomuba de Na’ e indirectamente incrementaría los
niveles de Ca2~ intracelular (Haddy, 1990).
Diferentes modificaciones del metabolismo del Ca21, tales como alteraciones emí la unión del
Ca2~ a la membrana celular, en los canales de Ca2~ y en la captura de Ca2~ a través de la membrana
plasmática y del retículo sarcoplásmuico de la musculatura lisa arteriolar producen un atmmento de la
concentración de Ca2’ libre y elevación de la resistencia periférica vascular (Aoki, 1984; Young y
cols., 1990). Por este mnotivo los antagonistas cíe Ca21 son muy efectivos en hipertensión al reducir
la entrada de Ca’’ (Scriabine y Kazda, 1989).
La elimninación del Ca2~ intracelular es principalmente debido a un intercambio Na’fCa2’ y
a la (Ca2 +Mg2’)ATPasa, y a concentraciones extremadamente altas y probablemente patológicas,
el Ca’’ es acumulado por las mitocondrias (Marími, 1988>. En hipertensión, la (Ca2’ +Mg2~)ATPasa
y el intercambio Na’/Ca’’ pueden operar con baja afimíldad, facilitando la acumulación intracelular
del calcio. Además la bomba de Na~ juega un importante papel en la regulación de la concentración
iónica imítracelular (Marín, 1988). Se ha descrito también en hipertensión una actividad aumentada del
tono simpático periférico (De Clíamnplain, 1990; Michel y cols., 1990>. El sistema simpático está
implicado a corto y largo plazo en el ajuste de la presión sanguínea. Los niveles de noradrenalina
(HA) en plasmna están incrementados en pacientes con hipertensión esencial (De Quattro y Chamí,
1972; De Champlain y cols., 1976), observándose un defecto neuronal en la captura de NA (Esler
y cols., 1981). Otra posible explicación para el incremento de la neurotransmnisión noradrenérgica es
la existencia de un defecto en la modulación de la neurotransmisión por sustancias endógenas.
Se ha observado en plaquetas de pacientes hipertensos una elevada concentración de Ca2’
intracelular (Búhíer y cols,, 1986). Además, la vasculatura de estos pacientes es más sensible a
agentes vasoactivos, la mayoría de los cuales producen sus acciones por liberación del Ca’’
intracelular y la entrada de Ca’’ parece aumentada en células musculares vasculares lisas (Friedman,
1983). Análogamente, los niveles basales de Ca’’ intracelular cmi células de musculatura lisa vascular
(VSMC) son más altos en ratas SI-IR (ratas hipertensas gemiéticamente Aoki-Okamnoto> frente a células
de ratas control WKY (ratas normotensas Wistar-Kyoto)(Sugiyama y cols., 1990); sugiriendo una
regulación anormal de calcio en estas células. Hay estudios que demuestran que tamíto el nivel basal
como el influjo de 45Ca’~ inducido por agonistas está incrementado en vasos de resistencia en SI-IR
(Cauvin y cols., 1987). La captura de 45Ca’4 está aumnentada en cultivo de células musculares aórticas
lisas y en grandes arterias de ratas hipertensas comparado con ratas normotensas (Sugiyania y cols.,
1986).
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Se ha descrito también que en la membrana de eritrocitos (le stmjetos hipertensos disminuye
la unión de ‘5Ca’’ comparada con sujetos normuotemísos (Postnov y cols., 1977; Zemel y Sowers,
1990; Bukoski, 1990). Análogamente ratas SHR y tratadas con DOCA muestran reducida su unión
de Ca’’ en aorta y pequeñas arterias comparadas con el control (Jones y I-lart, 1975). Como la unión
de calcio en la membrana puede bloquear la emitrada de Ca21 por inactivar los camíales dependientes
de voltaje, este descenso podría facilitar el incremento del Ca’’ intracelular(Zemel y Sowers, 1990).
En los eritrocitos de pacientes hipertensos, la unión de Ca’’ a la superficie interna de la membramia
dismninuye en comparación con sujetos míormnotensos (Postnov y cols., 1977, Postmíov y Orlov, .1984;
Orlov y Postmíov, 1982), resimítados similares han sido observados en preparaciomies de eritrocitos,
hígado, corazón y tejido neural en SI-IR (Postnov y Orlov, 1984; BObler y cols., 1986; Zemel y
Sowers, 1990). Adicionalmente, el descenso en la unión de Ca21 cmi la cara interna de la membrana
podria facilitar la entrada de Ca’’ al reducir la conductancia de K’ ,lo cual produciría la despolariza-
ciómí de la membrana y la activación de los canales dependientes de voltaje <Robinson, 1984).
La actividad de la bomba de Ca’~ de la membrana plasmática es más baja en hipertensión,
bien por un defecto de la bomba o por una inadecuada activación por calmodulina, facilitando la
acumulación intracelular de Ca’’ (Postnov y cols., 1984; Poston y Orlov, 1984; Vezzoli y cols.,
1985; Takaya y cols., 1990). Eritrocitos humamios de pacientes hipertensos muestran un
funcionamiento poco eficiente de la actividad (Ca’~ +Mg’4)ATPasa de la membrana plasmática
(Postnovycols., 1984; Vezzoli y cols,, 1985; Btihlerycols., 1986), Efectos similares se han descrito
en eritrocitos de pacientes diabéticos y urémicos (Zidek y cols,, 1992; Krzesinsky y cols,, 1993) y
en eritrocitos de ratas hipertensas, SI-IR y MSI-I (ratas hipertensas genéticamnente Milan) (Vezzoli y
cols., 1985). En ambos casos, la actividad AlPasa estimulada por calmodulina está reducida con
respecto al control, Los cambios en la actividad ATPasa pueden ser debidos a un defecto en la bomba
o alteraciones del medio lipídico. Orlov y cols, (1983> apoyan esta segunda posiblilidad, basándose
en las diferencias en los lípidos de membrana de fantasmas de eritrocitos observados entre SI-IR y
WKY (Boriskina y cols., 1977; Tsuda y cols., 1992). Por medio de técnicas fluorescentes, se ha
observado un incrememíto de mieroviscosidad en las regiones hidrofóbicas de membranas de eritrocitos
de SRI-I (Montenay-Garestier y cols., 1981) al igual que en pacientes con hipertensión esencial (Orlov
y Postnov, 1982). Estos cambios lían sido observados en otras células como cmi la mnembrana
plasmnática de hepatocitos, sinaptosomas y cardiomiocitos de SI-IR (Devynck y cols., 1982).
Otro mecanismo molecular alterado en animales hipertensos es el intercamnbio Na’/Ca’~. Se
ha observado que la actividad de este sistema está aumentada en VSMC de ratas SER comparado con
el control (WKY)(Ashida y cols., 1989).
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Alteraciones en el metabolismo del Ca2’ sehan observado tamubién en la membrana plasmática
dc sinaptosomnas, adipocitos y hepatocitos de ratas hipertensas (Devynck y cols,, 1982). Como ya
hemos señalado el calcio está implicado cii una gran variedad de funciones en el SNC, entre ellas la
liberación de neurotransmisores cmi las terminales simiápticas. 1-londa y cols,, 1990 observaron que la
captura de “5Ca’’ en sinaptosomas era mnayor en ratas SER frente a ratas control (WKY); lo cual
puede sugerir que un cambio en el metabolismo del Ca2~ también ocurre en el SNC de ratas SER,
y éste podría ser parcialmente responsable de la alteración en la liberación de neurotransmisores, que
se reflejaría en un aumemíto en la hipertensiómí de SER.
Resultados similares han sido observados por Postnov y Orlov (1984) en sinaptosomas de
cerebro de rata y en la fracción mímicrosomnal,
1-lay numerosas evidencias de que esta alteración en el metabolismo de Ca2’ característico de
la hipertensión podría ser debido a un defecto htmmoral (Le Quang Sang y cols., 1990; Sugiyama y
cols., 1990). Varios factores pueden modular la entrada de calcio, en particular la composición
lipídica de la muemubrana (Locher y cols., 1986). Factores circulantes han sido propuestos en el control
de la concentración de Ca2’ cmi plaquetas. La incubación de plaquetas de sujetos normotensos en
plasma dc pacientes hipertensos incrementaba la concentración de Ca2’ libre citosólica mientras que
la incubación cíe plaquetas cíe pacientes hipertensos en plasmna de sujetos miormotensos comiducía a un
significante descenso en la concentración de Ca2’ libre (Lindner y cols., 1987). Diferemites hormonas
circulantes como angiotensina, vasopresina y mioradrenalina son capaces de modificar la concentración
de Ca2~ intracelular en plaquetas. El nivel de inhibidores circulantes de la bomba de Na’ descrito en
hipertensión esencial podría también modular la concentración de Ca2’ intracelular. La concentración
de Ca2’ libre en plaquetas de sujetos hipertensos correlacionaba positivamente con la capacidad de
extractos del plasma de estos sujetos para inhibir la actividad (Na’,K’)ATPasa renal y la unión de
ouabaína en eritrocitos humamios (Le Quan Sang y cols., 1990). Estos resultados indican que
componentes endógenos, similares a digoxina, podrían participar en el control de la concentración de
Ca2’ libre citosólico, de acuerdo con su posible papel en hipertensión.
Meyer-Lehnert y cols. (1993) han aislado a partir de arma humana de sujetos con una dieta
rica en sodio por diferentes pasos cromatográficos un factor similar a ouabaína (OLP). Este
compuesto tenía un efecto bifásico sobre la concentración de Ca2 intracelular en cultivos de células
musculares vasculares lisas, Primero inducia un incremento rápido en la concentración de calcio
retornando a niveles más bajos pero por encima de la línea base en unos cuantos minutos, este efecto
era eliminado en presencia de verapamil, lo cual sugiere que este aumento estaba relacionad.o con el
influjo de Ca2’ a través de los canales dependientes de voltaje. La ouabaína tenía similares efectos
después de 45 mm de preincubación, pero a diferencia de OLP no inducía este rápido imícremento
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transitorio de la concentración de calcio.
Estos descubrimientos sonconsistentes con las observaciones de Coto y cols. (1988c, 1989b)
de que tmn factor simnilam a digoxina aislado de orina lummana incrementaba la captura de “5Ca2’ en
VSCM y reducía el eflujo de 45Ca’~. Resultados similares han sido obtenidos por Schoner y cols.
(1993).
El factor hipotalámico aislado por l-Iaupert (Haber y Haupert, 1987) además de inhibir la
(Na’ ,K~)ATPasa comno ya hemos descrito también inhibía la Ca2’-ATPasa de RS pero mio de
membrana plasmática. Este factor incrementaba la concentración de Ca2’ libre en miocitos cardíacos
(Hallaq y Haupert, 1989) con el consiguiente efecto inotrópico. Efectos similares lían sido observados
con ouabaína. A partir de células hipotalámicas en cultivo se ha aislado un péptido de bajo peso
molecular (ASTI) (Mir y cols,, 1988) que aumenta la concentración de Ca2~ intracelular en anillos
aórticos y potencia el efecto vasoconstrictor de la noradrenalína,
Cloix y cols.(1986) han aislado un factor derivado de orina que inhibía la Mg2t—ATPasa y
Ca’’-ATPasa cíe muicrosomas de cerebro de rata.
Algunos estudios experimentales (Yamaji y cols,, 1990; Fladdy y cols,, 1979, .Ianssens y
cols., 1993) indican que el inhibidor endógeno de la bomba de sodio acelera la liberación e inhibe
la recaptuma de noradrenalina en los términales nerviosos sinipáticos.
9. REACTIVIDAD VASCULAR.
Un elemento crucial de la hipótesis previamente señalada es que la presencia de un inhibidor
de (Na’,K’)ATPasa produciría un aumento de la reactividad vascular, Desde las observaciones de
Michelakis y cols. (1975) se ha acumulado amplia evidencia de que emí la hipertensión esencial
humana y en distintos modelos de hipertensión animal existiría una sustancia circulante vasoactiva
que aumnemítarla la reactividad vascular ante distintos agentes presores (de Wardener y MacOregor,
1985). La hipótesis que estamos discutiendo postula que este factor vasoactivo seda el inhibidor
endógemio de la bomba de sodio. Este aumnento de reactividad estaría determinado por un aumento del
Ca2’ libre citosólico. El mecanismo por el que la inhibición de la bomba de sodio producirla este
efecto no está suficientemente aclarado. Ya liemos mencionado la hipótesis de Blaustein según la cual
la inhibición parcial de la bomba de sodio podría ser responsable del aun-lento del Ca2~ intracelular
en las células vasculares musculares lisas (Blaustein, 1977a; Blaustein y Hamlyn, 1983, 1984;
Rasgado-Flores y cols., 1989). Esta hipótesis ha sido discutida ya que sólo en condiciones extremas
de sobrecarga de Ca2~ existiría, en el músculo liso, una regulación del Ca2~ intracelular mediado por
el intercambio Na~ICa2’ (Mulvany, 1984), que no se produciría en condiciones fisiológicas (Knorr
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y cols., 1991). La realidad es que existen múltiples observaciones que relacionan la inhibición de la
bomba de sodio con un aumuento de reactividad vascular seetmndaria a uíía elevación del Ca2’ libre
citosólico (Coto y cols., 1990; Le Quan Sammg y cols., 1990>. Una explicación, distimita a la postulada
por l3laustein sería que la inhibición de la (Na~,K’) ATPasa produciría una despolarización de la
mnemnbrana celular, aumnentando la concentración de Ca2~ imítracelular a través de los canales de Ca2’
dependientes de voltaje (Montali y cols., 1991), habiémIdose demostrado cambios de polarización en
presencia de EDLF (lshizuka y cols., 1991~ Panmnani y cols., 1991). Otra posibilidad sería la acción
del inhibidor a través de su efecto sobre la inervación simpática vascular ya que la captación de
norepinefrina en termimíales nerviosas es dependiente de la comícentración de Na’ e inhibida por
ouabaína (Ishizuka y cols., 1991). Fmi este sentido se ha descrito una inhibición de la captación de
norepinefrina en vena safena aislada, bajo la acción de EDLF (Cress y cols., 1991; Goto y cols.,
1992).
La hipótesis general de Blaustein está apoyada por estudios experimentales (Overbeck y cols,,
1976; Pamnani y cols., 1980) y clínicos (Poston y cols., 1981; l-lamlyn y cols., 1982), que incluso
relacionan los niveles (le actividad digoxino-mimnética de los hipertensos esenciales con los efectos
hipotensivos de antagonistas del calcio tipo nifedipina (Palombo y cols., 1986), o los niveles de Ca2~
1
en plaquetas cíe sujetos normales incubadas en plasnía ultrafiltrado de hipertensos y viceversa (Lindner
y cols., 1987). En efecto, la administración de onabaina a normnotensos, provocó una imíhibición en
la (Na’,K’)ATPasa de eritrocitos e incrementó la resistencia vascular periférica. Cuando se les trató
previamente con nifedipimía, bloqueante de la emítrada de Ca
2~, el incremento de la resistencia vascular
periférica fue totalmente prevenido. Estos estudios complementan la hipótesis origimíal de Dahí (Dahí
y cols., 1969) que hablaba de una sustancia saliurética circulante como causante del mantenimiemíto
de míiveles elevados de presión arterial en ratas hipertensas sensibles a la ingesta de sales. Esta
hipótesis originaria fue seguida luego por 1-Iaddy y Overbeck (1976) cuando explicaron el aumento
de la temísión arterial subsiguiente a la expansión de volumen que ocurre en los modelos de
hipem’tensión experimental. Estas hipótesis serían ampliadas por l3laustein, como ya he comentado y
definitivamnente relacionadas entre si y con la hipertensión esencial por De Wardener Y MacOregor
(1983, 1984). La teoría parte de un defecto renal, genético o adquirido, indetectable en los ensayos
estándar de función renal. El riñón enfermno tendería a excretar de forma defectuosa el sodio del
organismo, con la consiguiente retemíción de aguay expansiómí del volumen extracelular. El organismo
secretaría como mecanismo de emergencia un factor hormonal míatriurétrico que promovería la
excreción de sodio a través de la inhibición de las bombas de sodio en las células de los túbulos
renales.
As!mismno la inhibición de la bomba de sodio podría inducir un incremento de la secreción
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neurohipofisiaria (le vasopresina, dependiente de Ca2’, comi el consiguiente aumento en la retención
de agua por el riñón y el mantenimiento subsiguiente de una presión arterial elevada (Sorimachi.
1983).
El efecto por tamito de un inhibidor circulante del tramisporte de Na’ serian alteraciones en el
metabolismo del Ca24 y/o de los neurotramismisores, con la consiguiemite vasoconstricción. En los
estados de hipertensión, por tanto, la inhibición de la (Na4 ,K~>ATPasa se produciría no como
consecuencia de un transporte de mnembrana primario anormal, ni como un efecto secundario al
desarrollo de la propia hipertensión, sino como una respuesta fisiológica a la acumulación de fluido
extracelular en exceso (l-Iaupert, 1988a). En cualquier caso para que inhibiciones de la
(Na’,K’)ATPasa de las células del túbulo renal, sean crónicas, se postula que debe existir algún
defecto en estas células, claramente puesto de manifiesto por Rayson (1988> emi el caso de ratas Dahí
sensibles o resistentes a desarrollar hipertensión como consecuencia de una ingesta de Na~ alta, a la
hora <le responder homeostáticamente, con un incremento en el número de bomnbas de Na4.
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Existe en la actualidad evidencia clara de una serie de fenómenos fisiológicos que han
mantenido la búsqueda de sustancias camididatas a ser un inhibidor fisiológico de la bomba de sodio.
Pese al esfuerzo de numerosos investigadores para identificar dicho inhibidor o inhibidores en
mamíferos, no existe unanimidad acerca de su naturaleza química, origen y mecanismo de acción.
La síntesis o almacenamiento de la llamada “hormona natriurética” está asociada a diferentes
tejidos. En relación con este hecho, el cerebro y más específicamente, el hipotálamo y la hipófisis,
como tejidos secretores cíe neuropépticlos con actividad hormonal, han sido comísiderados como posible
lugar de síntesis y/o almacenamniento de un inhibidor endógeno de la (Na’,K’)ATPasa.
Debido a la elevada concentración cíe sustancias con alta reacción cruzada con anticuerpos
antiglicósidos cardíacos en extractos de glándula suprarrenal, así como a la posible naturaleza
esteroidea cíe este factor, se considera que este tejido puede ser también fuente de esta hormona.
Se ha postulado que la inhibición de la (Na~,K~>ATPasa por dicho factor o factores
endógenos podría aumentar el tono vascular como consecuencia del incremento cmi la comícentración
de Ca2’ intracelular vía intercambiador Na’/Ca2’, o a través de los canales de Ca21 depemídientes del
voltaje o por su acción sobre la inervación simpática del músculo liso vascular.
Los objetivos de nuestro estudio han sido:
1. El aislamiento y purificación de un inhibidor endógeno de la (Na~,KflATPasa a partir de
diferentes tejidos (Factor Inhibidor 1-lipotalámico Hipofisario -HHIF-).
2. Estudiar el efecto de 1-11-1W sobre la homeostasis celular del Ca21.
3. El estudio cinético de la acción de 1-II-HP sobre la actividad (Ca2~ +Mg21)ATPasa de la membrana
plasmática sinaptosomal y del retículo sarcoplásmnico.
4. Establecer si la modulación de la actividad (Ca2’,Mg2’)ATPasa y del tansporte de Ca21 por HHIF
procede a través de un mecanismo indirecto, vía alteración de parámetros estructurales de la bicapa
lipídica, o por interacción con centros específicos de unión en la proteína.
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Mate¡‘¿ales y Métodos
1. REACTI VOS.
L-Histidina, Tris, NaCí, KCI, MgCI2, molibdato amónico, CuSO4 NaOH, ¡l~SO4, KOI1,
KH2OH, NaI-1503, CaCI2, MgSO4, éter de petróleo, cloroformo, lid, 1-1C104, ácido tricloroacético,
piruvato quinasa, lactato deshidrogenasa, tartrato sódico procedían de MercK (Darmstadt, Alemania).
Hepes, ouabaina, digoximia, sacarosa, b-mercaptoetanol, fluoruro de fenil metil sulfonilo. saponimia,
difenil-hexatrieno, EDTA, ATP, ADP, ESA, Mes, Tes, TEA, cloruro de colina, fosfonenolpiruvato
ditiotreitol, EGTA, SOS, arsenazo III, fura-2/AM, fosfolipasa C (Clostridiumperfr¡nges), glucosa,
citrato sódico, clortetraciclina, isotiocianato de fluoresceína, L-tirosina, acetato de clormadinona,
dopainina, ácido glicocólico, ramnosa, linoleico, oleandrina, estrofantidina, digitonina, digoxigenina
de Sigma Chemical Co, (St.Louis, Missouri, USA). Imidazol, deoxicolato de Calbiochem - Behring
Corp. (La Jolla, California, USA), Butil-PBD, tolueno, sulfato amónico, sacarosa, reactivo de Folin-
Cicolteau, muetanol, acetronitrilo grado HPLC de Carlo Erba <Milán, Italia). NADIl , cianamicina,
piruvato quinasa , lactato desliidrogenasa de Boehringer-Mannheim (Alemania). 4-vinfl piridina de
Aldrich (Milwaukee, Wisconsin, EE.UU.). Pronasa E (Streptonmices griseus) de Serva (Heidelberg,
Alemania). Reactivos cíe análisis de aminoácidos de Beckman lnstrumens (Palo Alto, California,
EE.UU.).
La solución salina de Hanks, RPMI 1640, la solución tripsina-EDTA y el suero fetal bovino
fueron sumistrados por laboratorios Whittaker (Barcelona, España).
31-I-ouabaína de Amersham <England), 45Ca2’ fue suministrado por New England Nuclear
(Boston, Massachusetts, EE.UU.). Kits comerciales de ‘~1-digoxina de Imniuehem Corp., Carson,
USA.
Sephadex LH-20 de Pharmacia Fine Chemicals (Uppsala, Suecia>. Filtros de miitrocelulosa
GSWP(0,22 j¿m) y 1IAWP (0,45 gm) de Millipore (USA), filtros de papel n0 54 de Whatman
(Inglaterra) y filtros YMSO-100 de Amicon (USA).
Los lignanos fueron cedidos por el OriA. Pérez del Instituto de Productos Nattmrales y
Agrobiología de Canarias (CSIC, Tenerife>. El cultivo de células mnesangiales fue preparado por el
Laboratorio de Fisiología y Farmacologíade la Universidad de Salamanca del Dr, J.M. López-Novon.
2. EXTRACCION DEL TEJIDO.
El método es una modificación del descrito por Carilli y cols. (1985). 300 g de los diferentes
tejidos procesados (cerebro, cortex, hipotálamo, hipófisis y glándula suprearrenal> son
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homogeneizados en 1.200 ml de metanol y agitados durante toda la noche a 40C. El homogeneizado
es filtrado a través de filtros Whatman N54 y el residuo es resuspendido en 600 ml de mnetanol:agua
(4:1 ,v:v) agitado toda la noche y filtrado de nuevo. Ambos filtrados eran unidos y evaporados a vacío
a una temperatura de 400C en un rotavapor Bimchii. El compomiente acuoso es resuspendido en 300
muí de agua destilada (MilliQ) y extraído tres veces con 0,3 volúmenes de éter de petróleo y tres veces
con 0,3 volúmnenes de cloroformo para eliminar lípidos. La fase acuosa resultante es liofilizada y el
residuo obtenido es resuspendido en 20 ml de metanol y centrifugado a 500 x g durante 10 minutos
para separar las proteínas precipitadas.
3. PURIFICACION.
3.1. Cromatografía de filtracidmi en gel.
El sobrenadante de la cemItrifugación de la fase anterior, es cargado en una columna de
Sephadex LI-I-20 (2 x 150 cm), equilibrada y eluida con metanol, a un flujo de 0,8 mí/mm y a
temperatura ambiente. La actividad inhibidora de la (Na’,KjATPasa se detectó mediante el sistema
de enzimas acopladas descrito en el apartado 18.1. Las fracciones se midieron, en cuanto a su
contenido en sales, medianteun conductivímetro Radiomneter, modelo CDM3 (Copenagne, Dinamarca>
y un fotómetro de llamna Beckmnan, modelo Klina-flame.
3.2. Cromatografía líquida de alta resolución (HPLC).
El cromatógrafo líquido de alta resolución empleado estuvo formado por los siguientes
comuponentes: un controlador automático de gradiente Waters 600E, un detector de fotodiodos Waters
990 con un rango de 190-800 nmn, equipado con un ordenador personal AT (IBM) y un imiyector
universal Waters U6K.
3.2.1. HPLC semipreparativa en fase reversa
.
Se utilizó una columna ~BondapakC-18 (Waters) (7,8 x 300 mm> conectada en serie a una
precolumuna gBondapak C-18/Corasil (Waters>. La columna fue equilibrada con ácido trifluoracético
al 0,1 % (y/y) en agua y eluida a temperatura ambiente, a un flujo de 2 mí/mm con un gradiente de
acetonitrilo:agua con ácido trifluoracético al 0,1 % (y/y) (30 mm 0-40%, 75 muin 40-80%, 30 mm
80-100% de acetonitrilo).
3.2.2. I-IPLC analítica en fase reversa
Se empleó tina columna
1d3ondapak Fatty Acid (Waters)(3,9 x 300 mm) conectada en serie
35
Materiales y Métodos
a una precolumna ttBondapak C-18/Corasil (Waters). La columna fue equilibrada con ácido
trifluoracético al 0,1% (y/y) en un 20% de acetonitrilo y un 80% de agua y eluida a temperatura
ambiente, a tmn flujo de 1 mnl/min comi un gradiente de aeetonitrilo:agua con ácido trifluoracético al
0,1% (y/y) (50 mm 20-80%, 10 nmin 80-100% de acetonitrilo)
4. DETECCION MEDIANTE MULTIFOTODIODOS EN EPLC DE 14H11?.
Durante las cromatografías se determinaron los espectros de absorción (190—800 mmm) de las
moléculas eluidas mediante un detector de fotodiodos, y se almacenaron en un ordenador. Estos datos
fueron analizados después de finalizadas las cromnatografías, mediante diferentes programas Waters
990.
5. ESPECTROFOTOMETRIA UY/Vis.
Estudio del espectro de diferentes compuestos conocidos por ser inhibidores de la
(Na,KF)ATPasa o que formen parte de la estructura de alguna de dichas moléculas (digitálicos,
esteroicles, lípidos, lignanos, azúcares, etc.>. Para ello se utiliza un espectrofotómnetro Spectronic 3000
Array (Milton Roy) asociado a un detector de diodos que permite la obtención del espectro de cada
uno de estos compuestos.
6. PEACCION CRUZADA CON ANTICUERPOS ANTI-DIGOXINA.
Se utiliza un ensayo comercial de Immunochem con alguna modificación (Illescas y
cols.,1990). Los estándares de digoxina (0,1-10~ ng/mí) son diluidos 1:2 con Tris-HCI 2 M, pH ‘7,5.
Los anticuerpos anti-digoxina están covalenteinente unidos a la superficie intermia de los tubos de
polipropileno. Tras una incubación de 30 mm a 370C con ‘~l-digoxina, losttbos se aspiran para
eliminar la radioactividad no fijada, contándose la unida al anticuerpo en un contador gamma
(Kontron). Los valores de equivalentes de digoxina (DLA - Digoxin Like Activity -> se calculan por
immterpolación en una curva estamidar para digoxina, representando %B/B
0 frente a la concentración de
digoxina (ng/mí).
7. ULTRAFILTRACION
Se emuplearon mem’nbranas YCOS/YM2 (Amicon) con una exclusión de masa molecular
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respectivamente de 500/1000 0. Las membranas se preparan 1 Ii antes de ser empleadas dejándolas
en agua destiladaSe empleó una céltmla de filtración Amicon, modelo 8010 (Massachusetts, EEUU.>,
para volúmenes de hasta 10 mnl, con agitación magnética y presión de nitrógeno.
8. ANALISIS DE AMINOÁCIDOS.
111-1W (10 U) fue hidrolizado durante 20 h a 1100C con 80 ¡fi de 1-KL 5,7 M tridestilado,
conteniendo 2-mercaptoetanol al 0,02% (y/y), en tubos cerrados a vacio. Las muestras hidrolizadas
se secaron en una estufa a vacío, se disolvieron en tampón citrato sódico 0,2 M, pI-1 2,2, conteniendo
norleucina 25 mM y se aplicaron en tmn analizador de aminoácidos Beckman system 6000 (Beckmnami
Instruments; Palo Alto, California, EE.UU .>~ equipado con un procesador de datos Sliimnadzu modelo
C—R6A (Shimadzu Corporation; Analytical Instruments Divisiomi, Kyoto, Japón). La sensibilidad
empleada en el espectrofotómetro fue de 0,1 unidades de densidad óptica a 440 y 570 nmn.
9. OXIDACION CON ACIDO PERFORMICO.
La oxidación del 111-nF se llevé a cabo según el método descrito por Moore (1963). Para ello
fue disuelto en 20 gl de ácido fórmuico al 97% (vN) y 30 ~dde ácido perfórmico (el ácido perfórmico
se obtuvo añadiendo a 9,7 ml de ácido fórmuico al 97% (y/y) 0,5 ml de H
202 al 30% (y/y) e
incubando la muezcía durante 120 mm a temperatura ambiente). La oxidación se realizó durante 3 h,
en un baño de hielo. Finalmente la mezcla de reacción se liofilizó y resuspendió en agua.
10. 5-PIRIDILETILACION.
HHIF (20U) disuelto en 0,2 ml de Tris LM (pH 8,5), conteniendo cloruro de guanidinio 6
M , EDTA 2 mM y j3-ME 0,1 M fue incubado durante 2 horas a 370C. A continuación, se añadieron
5 Ml de 4-vinilpiridina y se incubé durante 15 mm a 370C (Friedman y cols., 1970). Finalmente, la
mezcla de reacciómI se cromatografió en una columna ~BondapakFatty Acid segúmi las condiciones
descritas anteriormente.
Li. DIGESTION ENZIMATICA.
111-UF (2U) se incubó con pronasa E Img/ml o fosfolipasa C 0,6 mg/ml en Tris 0,1 M
durante 2 ha 370C . Posteriormente se calenté a 800C durante 10 mm para desnaturalizar las enzimas
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y se centrifugó a 12000 rpm durante 15 mm, en una centrífuga Bppendorf 5415 (Eppendorf
Gerátebau, llamburgo, Alemamiia). Después de la digestión el material se ensayó utilizando el sistema
de enzimnas acopladas descrito previamente
12. PURIFICACION DE LA ~Na~,K~)ATPasa.
La enzima se purificó según el procedimiento descrito por Jorgensen (1974). La ATPasa
obtenida fue sensible a la inhibición por ouabaína (0,1 mM) en un 98%, con una actividad específica
de 8 ±2 pmol P~i mnin/ mg proteína. El método consiste en diseccionar del riñón de cerdo la parte
de médula externa más roja, se añaden 10 mnl/g de tampón sacarosa-histidina (histidina 30 mM,
sacarosa 250 mM, EDTA 1 mM e imidazol 5 mM, pH 7,4) y se homogeniza en umi hornogeneizador
de vidrio con émbolo de tefión. La suspensión se centrifugó a 7.000 rpm durante 15 mm en una
cemitrífuga Sorwall 12-21 (Beckman), con un rotor .TA-17, resuspendiéndose el residuo del fondo de
los tubos en la mitad del volumen imiieial (5 ml/g) de medio sacarosa-luistidina, y volviéndose a
cemítrifugar 15 mm a 10.000 rpm en la misma centrífuga Sorwall (Beckman>.
Los sobrenadantes de las centrifugaciones anteriores se mezclan y centrifugan a 20.000 rpm
durante 30 muin en umia ultracentrífuga L5-75 (Beckmuan) a 40C, con un rotor 7OTi, para obtener la
fracción microsomal. Esta se incuba 30 minutos a 200C , a una concentración de proteínas de 1,35 -
1,4 mg/ml con SDS 0,55 mng/ml, ATP 3 mM, EDTA 2 mM e imidazol 50 mM, pH 7,4. Tras
incubar, el medio de incubaciómí se centrifuga en un gradiente discontinuo de sacarosa a 60.000
rpm/mm emu una ultracentrifuga Heckman LS-75 con un rotor 7OTi, durante 90 minutos a 40C, El
residuo obtenido se resuspende muediante luomogenización en 0,66 mnl/g de tampón imnidazol 25 mM,
EDTA 1 mM y sacarosa al 10%, pH 7,4, y se almuacena a - 800C hasta su utilización.
13. PREPARACION DE SINAPTOSOMAS.
Los sinaptosomas han sido preparados siguiendo el método de Michaelis y cols, (1983), con
algumuas modificaciones como se describe en García-Martin y Gutiérrez-Merino (1986). Los
sinaptosomas fueron obtenidos de cerebro de rata hembra tipo Wistar de un peso aproximado entre
200 y 250 gramos, las cuales fueron sacrificadas por dislocación cervical. En cada preparación el peso
del tejido cerebral obtenido fue de 1-1,5 gramos por rata.
El cerebro extraído fue desmenuzado y resuspendido en 15 ml de una solución que contenía
sacarosa 0,32 M, SO,Mg 0,5 mM, PMSF 0,1 M, fi-mercaptoetanol 2 mM y Tes 10 mM, pI-1 7,4 a
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umía temnperatura de 40C.
Esta suspensión lime homogeneizada mecánicamente cmi timí homogemiizador Potter, mediante
8-10 golpes de 15 segundos de duración a 1.000 rpm. A continuación se centrifugó a 1.500 x g en
una centrífuga Kontron Centrikomu 11-401, empleando un rotor A 8.24, durante 10 minutos a una
temperatura máxima de 80C. El sobrenadante se volvió a centrifugar durante otros 10 minutos a
20.000 x g. El precipitado obtenido de esta segunda centrifugación se resuspemudié en un volímmen de
1,5 mnl de la mismna solución utilizada anteriormente y esta suspensión se centrifugó contra un
gradiente de sacarosa en dos capas, emnpleando una ultracentrifuga Beckrnan L7-55, con un rotor 5W-
28. Para preparar el gradiente se deposita una primnera capa de una solución que contiene ~
mercaptoetanol 2 mnM, sacarosa 40% y Tes 10 mM (pI-I 7,4). Sobre esta capa, se deposita otra del
mismo volumemu de b-memcaptoetanol 2 mnM, sacarosa 20% y Tes 10 mM (pI-! 7,4). A continuación
se deposita 1 muí de la suspensión preparada con el precipitado de la segunda cemítrifugación y se
centrifuga a 63.000 x g durante 45 minutos a una temperatura máxima de 80C. A continuación se
extrae la interfase entre las capas de sacarosa al 40% y al 20% (que es donde se equilibran los
sinaptosomas). Este material se dividió en pequeñas fracciones y se alniacenó a una temperatura de
-600C hasta sim uso. El muaterial congelado se utilizó sólo durante 2-3 semanas después de su
preparación.
14. PREPARACION DE VESíCUlAS DE LA MEMBRANA PLASMÁTICA DERIVADAS DE
SINAPTOSOMAS.
Las vesículas frieron preparadas por lisis hipotónica de sinaptosomas como se describe en
García-Martín y Gutiérrez-Merino (1986).
Los simíaptosomnas fueron lisados durante 40 minutos a temnperatura ambiente en una solución
tamuponada a pI-! 7,4 que contenía Tes 5 mM, EDTA 1 mM y ¡3-mercaptoetanol 2 mM.
Las vesículas de membrana fueron aisladas mediante la centrifugación del usado a 20.000 x
g durante 25 minutos a una temperatura máxima de 80C. El precipitado se resuspendió en una
solución Tes 5 mM (pI! 7,4), ¡3-mereaptoetanol 2 mM y sacarosa 0,3 M. La suspensión se dividió
en pequeflas fracciones y fue rápidamente congelada a -600C hasta su utilización~
La orientación de la membrana plasmática de sinaptosomnas y vesículas se ha estimado por el
análisis de las actividades enzimáticas: (Na~,K~)ATPasa y Ca21-ATPasa antes y después de la
permeabilización con saponina, gí icósido que permeabiliza selectivamente membranas plasmáticas
ricas en colesterol (Gilí y cols., 1984>. Se determinó las actividades AlPasas manteniendo
isoosmolaridad en los medios intra y extravesicular utilizando concentraciones adecuadas de sacarosa,
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de esta forma se determimia la actividad ATPasa que tiene orientado el centro de unión de ATP hacia
el medio externo. A continuación, sc cletermuinó la actividad ATPasa total para cada enzima en
presencia de saponina 0,05%, la relación entre ambas actividades para cada enzima nos cía la
proporción de sinaptosoinas o cíe vesículas invertidas.
15. PREPARÁCION DE VESíCULAS DEL RETíCULO SARCOPLASMICO.
La obtención de vesículas de retículo sarcoplásmuico de músculo esquelético de conejo, se llevó
a cabo siguiendo el método descrito por MacLenmian (1970), salvo que se añadió PMSF y ¡3-
mercaptoetanol para prevenir proteólisis y oxidación, respectivamente (Mata y Gutiérrez-Merino,
1985).
El músculo esquelético se extrajo de los músculos dorsales y de las patas traseras de conejos
albinos New Zealand de un peso aproxiamdo entre 2,5 y 3 Kg mnuertos por dislocación cervical y
se recolecté en hielo. Todo el proceso posterior se realizó a una temperatura entre O y 40C.
A continuación, el músculo es triturado en una picadora de carne (Danamix TR/BM-330> y
homogeneizado con tres volúmenes de una solución que contemila 1<010,12 M, imidazol 5 mM, PMSF
0,1 mM y ¡3-mercaptoetanol 2 mM, pH 7,4 a 40C.
La suspensión se centrifugó a 1.600 x g durante 15 mninutos a 40C. El sobremiadante se filtró
a través de cuatro capas de gasas previamente humedecidas con agua destilada, ajustándose
posteriormente el pH a 7,4.
Se realizó umia segunda centrifugación a 10.000 x g durante 20 minutos a 40C, filtrando el
sobrenadante como antes se ha indicado, y ajustando el pH a 7,4.
El sobrenadante se centrifugó a 35.000 x g durante 60 minutos a 40C. Tras esta
centrifugación se eliminé el sobrenadante y el precipitado, sin el anillo marrón que aparece en el
fondo del tubo de centrífuga formado fundamnentalmente por contaminantes mitocondriales, se
resuspendió en una solución que contenía Tes 10 mM (pH 7,4), 1(01 1 M, PMSF 0,1 M y ¡3-
mnercaptoetanol 2 mM, Se homogenizó y se enrasó con el mnismno tamnpón hasta un volumen fimial de
250-300 ml. A continuación, se ajustó a pI-I 7,4 y se dejó incubar durante 2 horas. El 1(01
proporciona alta fuerza iómdca que permite la eliminación de la actomiosina además de otras proteínas
contaminantes del retículo sarcoplásmico.
Tras la imicubación sc realizó una nueva centrifugación en las mismas condiciones que la
centrifugación anterior. A continuación se resuspendió y homogenizó el precipitado en unos 20 ml
de una solución Tes 50 mM, KCI 0,1 M y sacarosa 0,25 M (tampón de resuspensión), pH 7,4, a una
concentración de proteína entre 20-40 mg/ml.
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La preparación se dividió en pequeñas fracciones que fueron congeladas a -600C hasta su uso.
La concentración de proteínas se determiné espectrofotométricamente teniendo en cuenta que umia
concentración de 1 mg de proteínas de RS por ml en SOS al 1% tiene una absorción de 1,0 a 280 nmn
(I-Iarwicke y Green, 1974).
Las centrifugaciones se realizaron en una centrífuga Komtron Centrikon H-401 dotada con
rotores Kontron A6. 14 y AS.24, Para las ultracentrifugaciones se utilizó una ultracentrífuga Beckman
L7-55, con rotores SW 28 y SW 55 Ti.
16. PURIFICACION DE LA (Ca2’ + Mg2’)ATPasa A PARTIR DE MEMBRANAS DEL
RETICULO SARCOPLASMICO.
La purificación de la AT’Pasa de RS se realizó siguiendo el método descrito por MacLennan
(1970).
Las vesículas de RS se resuspenden en sacarosa 250 mM, Tris/CHi 10 mM, pI-! 8, y se añade
KCI sólido hasta alcanzar una concentración final de 1 M y a continuación, con agitación lenta, DOC
al 10% (p/v), disuelto emi el tampón anterior, hasta una concentración final de 0,1 mg DOC/mg de
proteína. Se incuba 10 minutos a 00C. Se centrifuga a 165.000 x g durante 30 minutos a 40C. Se
aspira el sobrenaclante opalescente con cuidado de no remover el precipitado. Este se resuspende y
homogeneiza en un volumen igual al de partida de tampón sacarosa-Tris, centrifugando de nuevo a
165.000 x g durante 25 minutos a 40C. Se elimina el sobrenadante y se repite la operación de lavado
con sacarosa-Tris y centrifugación, El precipitado se resuspende a una concentración de proteína de
25 mg/ml en el tampón sacarosa-Tris, pI-1 8.
La suspensión se diluye hasta 10 mg/inI con 1,5 volúmenes de una sohmción Tris/CII-! 50 mlvi
(pI-I 8), sacarosa 0,66 M, histidina 1 mM. Se puede añadir CaCI
2 hasta 0,1 mnM para aumnentar la
estabilidad de la ATPasa, A continuación se añade a la suspensión por cada mg de proteína, 0,17 mg
de acetato amónico saturado al 50% a 400. Se añadede nuevo DOC al 10% con agitación suave hasta
una concentración final de 0,5 mg DOC/mng de proteína, y tras incubar durante 25 minutos a 000,
se centrifuga a 165.000 x g durante 10 mninutos a 4
0C, eliminando el precipitado insoluble. Se añade
al sobrenadante acetato amónico saturado al 50% en fracciones de 10 plfmnl de suspensión hasta
observar una turbidez significativa (de 30 a 60 ¡¿1/ml de solución, según las preparaciones), Se incuba
la suspensión a 00C durante 25 minutos y se centrifuga a 165,000 x g durante 10 muinutos a 40C. Se
elimina el precipitado y al sobrenadante se le añade un volumen de 70 ¡¿.1 de la solución de acetato
amónico por ml de suspensión proteica, formándose de inmediato un precipitado. Tras 10 minutos
a 00C se recoge este por centrifugación a 165.000 x g durante 10 minutos a 400. El precipitado
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contiene la ATPasa purificada que se resímspende hasta una concentración de proteína de 10-25 mngfnul
en una solución sacarosa 0,5 M, ICCí 100 mM, Tes/KOI-( 50 mM (pH 7,4). La enzima se almacena
a —600C hasta su uso, siendo estable durante varios meses.
17. RECONSTITUCION DE LA ATPasa EN VESíCULAS DE FOSFATIDILCOLINA.
La reconstituciónde la ATPasa en vesículas de fosfatidilcolina se realizó utilizando el método
de dilución rápida en tampón descrito por East y Lee (1982). Se toman 300 moles de lípidos por mol
de ATPasa, se secan totalmente con N
2 y se añaden 0,5 mg DOC/mg de lípido, por agitación
mnecánica suave se resuspende el lípido, y a continuación se añade la ATPasa purificada en la relación
mnolar, con respecto al lípido, deseada. La concentración de detergente, emi este volumen final debe
mantenerse por encima (1,2 veces) de la c.m.c. del DOC (5 mM). Se deja incubar la mezcla lípido-
detergente-proteína a temperatura ambiente, con agitación suave, durante media hora, A continuación
se adiciona un volumen de tampón tal que la concentración de detergente quede 10-20 veces por
debajo de la cinc.. Las vesículas se conservan a -600C, El tampón que se usa es Tes/KOI-l 50 mM(pH 7,4), sacarosa 0,5 M y KCI lOOmM.
18. DETERMINACION DE LA CONCENTRÁCION DE PROTEíNA.
Las proteínas han sido valoradas siguiendo el método colorimétrico descrito por Lowry y cols.
(1951) (además de la determinación por mnedidas de absorción a 280 nm).
Se toman por duplicado muestras problema de proteína y se añade agua destilada (Milli-Q)
hasta completar 200 ¡¿1. Después se añaden 2,5 ml de una solución de CO
3Na2 al 4% en NaOH 0,1
N y 25 ¡fi de CuSO4.5 H20 al 2%, se agUa y se deja reposar 10 minutos a temperatura ambiente. A
continuaciónse añaden 25 jíl de tartrato- sádico-potásico al 4,9% en agua y 0,25 ml de reactivo Folin
diluido en agua (1:2), se agita y se deja reposar otros 20 minutos a temperatura ambiente. Después
se lee la absorbancia a 750 nm.
La cantidad de proteína se determina utilizando albúmina de suero bovino (BSA) como
estándar e interpolando la absorbancia de la mnuestra problema en la recta patrón de albúmimia.
19. DIALISIS.
Para dializar las muestras se utilizaron sacos de diálisis de celulosa de 6 mm de diámetro
hervidos dos veces durante 10-15 minutos en una solución al 2,5% de CO3Na2, y a continuación tres
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veces durante otros 10-15 minutos en agua Milli Q. Posteriormente, y hasta su utilización se
almacenan en una solución de EDTA 10 mnM a 40C.
Los sinaptosomnas y vesículas de RS ftmeron dializados a 40C, con agitación continua, contra
distintas soluciones según se requería para cada experimento y diferentes tiempos que oscilé en cada
caso entre 4 y 17 horas. En todos los casos el volumen de estos tampones fue 250-500 veces superior
al volumen de mnuestra.
20. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD ATPasa.
20.1. Sistema enzimático acoplado piruvato quinasa-lactato desliidrogenasa.
El ATP hidrolizado por la emizima es regenerado a partir de ADP y fosfoenol piruvato (PEP)
añadido al medio, por la acciómi de la enzimna piruvato quinasa (PK), tal y corno se indica en el
siguiente esquema:
ATPasa ‘1<
ATP - ~ ADP ATP
LDH
PEP PIRUVATO LACTATO
NADH NAD~
El piruvato que resulta de esta reacción es reducido por la lactato deshidrogenasa (LDH) a
lactato, y el donador de electrones acoplado a esta reacción, NADE!, pasa a su estado oxidado NAD~.
Como indica la secuencia de reacciones anteriores, la relación estequlométrica entre ATP
consumido y NADE oxidado hasta NAD~ es 1:1, pudiendo establecerse una relación directa entre
disminución de absorbancia a 340 nn; y la actividad ATPasa en ¡¿moles consumidos por minuto y
por mg de proteína (U.I.). Para transformnar la disminución de la concentración de NADH en U.I.
referimos la velocidad de cambio de absorción (mD.O./mimi) a la cantidad de proteína presente en el
ensayo. El valor obtenido se transforma en ¡¿moles de ATP consumidos por minuto y por mg de
proteína empleando el coeficiente de extinción molar del NADE a 340 nm, que en nuestras
condiciones experimentales es 7,1 x 1O~ M-1 cnr
El ensayo de inhibición de la (Na~,K’>ATPasa purificada de médula renal de cerdo es el
descrito por Josephson y cols.. 1977, con una preineubación previa con Mg2~ 6mnM. La solución de
ensayo contenía NaCí 100 mM, KCI 25 mM, PEP 1,4 mM, MgCI
2 6 mM, DTT 1 mM, 1-TEPES-TEA
20 mM, ATP 3 mM, NADE 0,26 mnM, PK 10 ¡¿g/ml, LDI-I 10 pg/ml. El inhibidor es previamente
preincubado con la enzima purificada en Tris-HCI 1 M (pIl 7,4) y MgCI2 6mM a 370C durante 2
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horas Tras la preincubaciónse añade el muedio de ensayo precalentado a 370C y se mide la oxidación
del NADE! a 340 nm en un espectrofotómetro Beckman, modelo 25.Cuando se hicieromi curvas control
de inhibición con concentraciones crecientes de ouabaína (lO-~ a 10” M>, la concemitración de potasio
en el mnedio de reacción se redujo a 5 mnM. El porcentaje de inhibición se obtiene al comparar con
tubos control sin inhibidor.
La actividad específica de la (Na’,K4)ATPasa purificada oscilé entre 6 y 10 U.l. Se define
como unidad arbitraria de inhibición (1 U) la cantidad de inhibidor necesaria para producir una
imúibición del 50%, en las condiciones de ensayo descritas, sobre la actividad (Na~,KjATPa5a
purificada de médula renal de cerdo.
La actividad total (Ca2’ ,Mg2~)ATPasa de sinaptosomas y vesículas era cuantificada según han
descrito García-Martin y Gutiérrez-Merino, 1986. La composición del medio de ensayo fue: Tes 50
mM (pH 7,4), KCI 0,1 M, MgCI
2 2 mnM, ATP 2 mM, CaCI2 50 MM, ¡3-ME 2 mM, azida sádica 5
mM, NADE! 0,22 mM, PEP 0,42 mM, PK 10 U/muí y LDH 28 U/muí. Se registró la línea base en
ausencia de sinaptosomas, y tras alcanzar una situación de estado estacionario se comienza la reacción
con la adición de sinaptosomas. Las muedidas se realizaron a 25
0C en un espectrofotómetro Komitron
Uvikon 810 con registrador Kontron Uvikon 21. La concentración de proteínas dependió de las
condiciones experimentales de cada ensayo , pero en general frie de 20 ng/ml. Las modificaciones
del medio de ensayo para determinar la actividad Mg2~-ATPasa y (Ca2~+Mg2~)ATPasa son indicadas
en las leyendas de las Figuras de los correspondientes apartados de Resultados. La contribución de
la actividad (Na’,K’)ATPasa a la actividad ATPasa total en estas comidiciones experimentales era
menor de un 10% en todas las preparaciones.
La actividad (Na1,K~>ATPasa de vesículas derivadas de muembrana plasmática sinaptosomal
se midió según las condiciones descritas por Floreani y cols., 1981. El medio de ensayo era igual al
descrito para medir la actividad (Ca24 ,Mg2’)ATPasa de sinaptosomas pero con una concentración de
KCI 20 mM, NaCí 100 mM y cuabaina 1 mM.
La medida de la actividad (Ca2~ +Mg2’jATPasa de vesículas de RS se ha realizado de manera
similar a la descrita para las otras enzimas pero con pequeñas modificaciones (Gutiérrez-Merino y
cols. ,1989). La composición de la mezcla de reacción utilizada fne~ Tes/KOH 0,1 M (pH 7,4), KCI
0,1 M, CaCI
2 0,1 mM, MgCI2 5 mM, ATP 2,5 mM, NADE! 0,25 mM, PB!’ 0,42 mM, PK 7,5 U.!.
y LDH 18 fil., a una temperatura de 25
0C. Se registró la línea base en ausencia de vesículas de RS
y a continuación, se adicionó a la cubeta el RS registrándose la variación de la absorbancia en (unción
del tiempo. La concentración de protelmia empleada dependía de las condiciones experimentales cíe
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cada ensayo, pero en general lime de 4 gg/ml. Para analizar el grado de pureza de las vesículas, se
han realizado medidas de la actividad ATPasa independiente cíe Ca~> en presencia de BOTA (3-4
mM). Se ha encontrado que en las preparaciones utilizadas en el estudio, esta actividad era inferior
al 10% del total de la actividad ATPasa mnedida El grado de sellamiento de las vesículas se ha
estudiado a partir del efecto de A23187 sobre la actividad ATPasa. La actividad ATPasa se estiniuló
entre 2,5 y 4 veces a 250C por A23187 4% (p/p) en las preparaciones de RS utilizadas.
La actividad específica de la ATPasa para vesículas de RS acopladas fue de 1,07 ±0,12 U.I.
y 4,12 ±0,69 Ul. para vesículas desacopladas. Otras condiciones experimentales están indicadas
en las leyendas de las Figuras correspondientes a Resultados.
20.2. Determinación de fosfato inorgánico.
Se ha utilizado el método de Fiske-Subbarow (Leloir y Cardini, 1957). Los reactivos
utilizados fueron los siguientes: ácido sulfúrico 5 N (A), molibdato amónico 2,5 % (p/v) (13) y
reactivo reductor (C), que se prepara mezclando 0,2 g de ácido l-amino-2-naftol-4-sulfónico con 1,2
g de bisulfito sódico. En el momento de utilizarlo se disuelven 0,25 g de esta mezcla en 10 ml de
agua. Esta solución se oxida lentamente y no se puede usar después de umia semana de su preparación.
La solución estándar para el patrón de fosfato se prepara de una disolución de PO
4H2K 10 mM
que se almnacena a 4
0C. Para utilizarla se diluye 1: 10 de forma que 1 ml de solución contiene 1 ~mol
de fosfato.
Para llevar a cabo la determinación de fosfato liberado se procedió como sigue: la reacción
emizimática se detuvo con la adición de un volumen de ácido tricloroacético 10% igual al volumen de
la mnezcla de reacción descrita en el ensayo acoplado pero sin las enzimas auxiliares, NADE! y PBP.
A continuación las muestras se centrifugami a 1.500 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente
y se recoge 1 ml del sobrenadante, que contiene entre 0,1 y 1 gmnol de fosfato. Al sobrenadante se
le añade 1 ml del reactivo A, seguido de 1 ml del reactivo 13. Después de agitar se añade 0,1 ml del
reactivo C y agua hasta completar 10 ml. Una vez agitada la mezcla se esperan 10 minutos y se lee
la absorbancia a 660 nm. En paralelo se ralizaron patrones de concentración de fosfato comiocida entre
0,1 y 1 timol,
21. UNION DE ‘H-OUABAINA A LA. (Na~,K~)ATPasa.
Utilizamos el método descrito por Brooker y Jelliffe (1972) con algunas modificaciones. Se
preincuban durante 60 minutos (Naí,Kt)ATPasa 3 gg/ml, diferentes concentraciones de ouabaína
45
Materiales y Métodos
(I0~ M — 1W M) y/o el inhibidor (0,1 — 12 U/mí) en un volumen final de 1 ml en el siguiente medio:
Tris-HCI 50 mM , NaCí lOO mM , BOTA 0,25 mM , MgCI2 7 mM , ATP 5 mnM y 50 nCi de ~1-I-
ouabaína (20,6 Ci/mniol) a 370C y a un pl-! dc 7,4 . La reacción se detiene poniendo Los tubos en
hielo. A continuación se filtrami a través de discos de miitrato de celulosa (GSWPO2SOO, Millipore) de
0,22 ¡¿in de tamaño de poro. Una vez secos se les añade 10 ml de líquido de centelleo (OptiPhase
Hisafe II, LKB) y se cuemitan en un contador rackbeta 1209 (LKI3), Los blancos para descontar la
umiión no específica de 31-I-ouabaína se obtienen añadiendo ouabalna fría 1 mnM al medio de ensayo.
El porcentaje de inhibiciómi se calcula por comparación con los tubos controles sin inhibidor.
2.2. MEDIDAS DE CAPTACION DE Ca2~ DEPENDIENTE DE ATP EN VESíCULAS.
La captación de 45Ca2~ fue determinada por filtración rápida a través de filtros Millipore
HAWPO2500. El muedio de reacción contenía Tes 50 mM (pI-! 7,4), KCI 0,1 M, MgCI
2 2 mM, ATP
1 mM, CaCI2 50 gM (0,4 í¿C¡/ml,[Ca2~]í mm,. 42 gM), ¡3-mercaptoetanol 2 mM y 0,12 mg de
proteína/ml.
Se tomaron fracciones a los 2 y 5 minutos y a los 10 minutos después de la adición de
A23187 (19 gM), que eran inmediatamente filtrados a través de filtros Millipore de diámetro de poro
de 0,45 gm. Los filtros fueron lavados 3 veces con 3 ml de una solución fría que contenía Tes 50
mM (pI-I 7,4), ¡<Cl 0,1 M, MgCI
2 1 mM y LaCI3 1 mM y contados en un contador de centelleo
Beckmnan LS 3801, usando comno líquido de centelleo 2-(4’-butilfenhl>-5-(4’-difenil)- 1,3,4-
oxadiazol/tolueno (5 g/l).
Paralelamente se realizaron controles sin ATP en las mismas condiciones con objeto de
valorar la captación de Ca
21’ independiente de ATP. La unión inespecífica de Ca2~ a los filtros fue
valorada realizando el experimento en las condiciones descritas sin sinaptosomas.
Para transformar las epin medidas en el contador de centelleo en nmol de Ca2~/mg de
proteína, se obtuvo el valor de actividad específica (cpm/nmol Ca2F) midiendo las cpm totales que
había en cada tubo antes de filtrar.
23. MEDIDA DE LA PERMEABILIDAD DE VESíCULAS POR DISPERSION DE LUZ.
La permeabilidad pasiva de Ca24 a través de la membrana plasmática se ha medido siguiendo
el método de dispersión de luz descrito por Kometani y Kasai, 1978; Escudero y Gutiérrez-Merino,
1987; García-Martin y cols., 1990.
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La forma de las partícimías muicrosomales en suspensión depende de las propiedades fisico-
químicas de sus membranas. Estas tienden a adoptar una forma esférica o elipsoide en condiciones
de equilibrio (Arrio y cols., 1974; Konietani y Kasay, 1978), comno ocurre en las preparaciones
utilizadas en este estudio. Sin embargo, estas vesículas pueden sufrir deformaciones notables cuando
se les aplica convenientemente una fuerza como puede ser un choque osmótico (Sha’afi y cols., 1970;
Knauf y cok., 1977).
La dispersión de luz por umia partícula depende de su forma (Timasheff y Townend, 1969)
La cuantía de la luz dispersa con respecto a la luz incidente muestra una fuerte dependencia no sólo
con el tamaño y la forma de la particimía, sino también con la longitud de onda de la radiación
incidente. Se ha utilizado para realizar estas mnedidas un espectrofluorímnetro, que recoge la intensidad
de luz dispersa (I~) en una dirección perpendicular a la del haz de luz incidente, trabajando con
ambos monocromadores (de excitaciómi y de emnisión) a la mnismna longitud de onda. Se ha comprobado
previamente que la muestra objeto de estudio no emite fluorescencia a la longitud de onda elegida.
Emi respuesta al choque osmnótico las vesículas pierden agua de su espacio intravesicular, para
compensar la diferemicia de osmolaridad entre los espacios intra y extravesicular. Debido al alto
coeficiente cíe permeabilidad al agua que presentan las mnembranas de mamíferos (Sha’afi y cols.,
1970), este proceso tiene lugar muy rápidamente, en un tiempo de 60-100 ms. Al finalizar este rápido
eflujo de agua las vesículas han adoptado una forma mnás aplanada concentrando las sales en ellas
contenidas, hasta igualar su osmolaridad con la del medio exterior. La intensidad de dispersión de luz
sufre un apreciable incremento, dado que a mayor asimetría tridimensional corresponde una mayor
dispersión de luz (Timaslieff y Townend, 1969).
A este rápido aumento inicial de dispersión de luz sigue una fase de características cinéticas
muás lentas de disminución de la misma. La velocidad de esta segunda fase depende de la comnposición
iónica del medio, pues se halla relacionada con el coeficiente de difusión de las especies iónicas del
medio a través de la membrana de las vesículas que tienden a recuperar su forma esférica. No
obstante, para que se mantenga la isoosmolaridad entre tos dos compartimentos la entrada de agua
a de ir acompañada de los iones del mnedio exterior. Diseñando los experimentos de forma que existan
en el medio sólo una o dos especies iónicas mayoritarias en un muedio débilmente tamnponado, según
lo indicado por Koinetani y ¡<asal (1978) la constante aparente de tiempo de permeabilidad, r, para
el caso de una sal se podría escribir como:
= oc(t catión +
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donde i- es proporcional a la inversa del coeficiente de difusión de dicha especie. Si una de las dos
especies difunde a través de la membrana a nnmcha mayor velocidad que la otra, la constante (le
tiempo de permeabilidad de la sal será aproximadamente igual a la de la especie que difunde muás
lentamente. En nuestros experimentos, dado que el ión cloruro difunde mucho más rápidamente que
el calcio a través de la membran plasmuática de sinaptosomnas (filíe, 1981) y de la membrana de
retículo sarcoplasmico (Kometamii y Kasai, 1978), esta constante de permeabilidad de la sal reflejará
la constante de difusión del catión.
En el caso más simnple, la difusión de una especie iónica a través de una membrana puede
describirse como un proceso cinético de primer orden, con una única constante de difusión (O); en
otros casos, sin embargo, puede ajustarse a la suma de dos procesos cinéticos, obteniendo emitonces
dos constantes de difusión (D1 y ~O~
Por otra parte, ha sido mostrado para liposomas (Yoshikawa y cols., 1983) que la relación
entre el volumen interior, y, y la intensidad de dispersión de luz (I~) viene dada por la siguiente
expresión (1):
= (ti90 V~
El agua acompaña al catión cuando este difunde hacia el interior de las vesículas con el fin
de mantener la isoosmolaridad durante el proceso de recuperación de la forma esférica (Kometani y
Kasai, 1978). Para el caso de un proceso de difusión pasiva de una especie iónica o molecular
definido por una constante de difusión, Dt,1m60, podemnos escribir (2):
(V.0-V) (V-JQ.e 1
donde y0,, y0 y V1 son el volumen limitante (volumen del estado esférico relajado), el volumen de
las vesículas al comenzar la fase de recuperación de la formna esférica y el volumen a tiempo t después
del choque osmótico, respectivamente.
Combinando las ecuaciones (1) y (2) se puede obtener:
(t.~I)3I2= (-1’ .roV¡2 . e
donde J~, , l~ y 1 representan la intensidad de luz dispersa de las vesículas en los estados definidos
por y
0. , y0 y VI, respectivamente. La electroneutralidad en la difusión pasiva del catión está
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garantizada en nuestras condiciones experimentales por la difusiómí paralela de iones cloruro. Ello
conlíeva que la recuperación de la forma esférica pimede ser descrita por un proceso de difusión simple
a través de tmn único tipo de canales con propiedades constantes de permeabilidad. La representación
de 3/2 In (10,-!) frente a t, debe ser una línea recta a partir de la cual se puede estimnar D0,,1~,. Como
se verá más adelante, cmi mnuchos casos se producen desviaciones claras y significativas de la linealidad
en este tipo dc represemítaciones semilogarítníicas de los datos experimentales, En estos casos los
datos han sido satisfactoriamente ajustados a la suma de dos exponenciales:
(I—42~ = (Jqo)3/2 . ¡1 A.e Dmd (1 —A).e -D2.t
donde Dm y D2 son las constantes de difusión del catión a través de a) dos canales o vías distintas en
la membrana o b) dos estados conformacionales diferentes del mnismno canal con propiedades también
distintas de permneabilidad, y A es la fracción de canales de tipo 1 o en estado conformacional 1.
En todos los casos, los datos transformados lían sido ajímstados por regresión lineal para
obtener los valores de D~,1¡6,, Cuamído los datos se hamí ajustado a la suma de dos exponenciales, el
procedimniento seguido lía sido el siguiente: Primero, se ha obtemíido D2 del ajuste de los datos a
tiempos largos a una línea recta por regresión lineal. La diferencia entre los datos transformados y
el correspondiente valor de Y de la línea recta ajustada a tiempos largos lía sido ajustada a otra lítica
recta a partir de la cual se ha obtenido D1.
El procedimiento seguido para medir la permeabilidad a Ca
2~ de las vesículas de membrana
plasmática ha sido el siguiente. A una cubeta de cristal de cuarzo de paso de luz 1 cm, que contenía
el medio de choque Tes 5mM (pH 7,4) y CaCI
2 100 mM, se añaden vesículas, previamente dializadas
frente a Tes 5mM duramíte 4 h a 4
0C, y se agita imímediatamente. La concentración de proteína en la
cubeta es de 0,1 mng/ml. La disminución en la dispersión de luz, que proporciona una medida de la
permeabilidad de la memnbrana a Ca2~, fue medida a una longitud de onda de excitación de 400 mím,
registrando la emnisión a 410 nni a 250C usando un espectrofluorimnetro Hitachi/Perkin Elmer, modelo
650-640. Además, se añaden al medio distintas concentraciones de 1-II-HP.
Los mnonocromadores de excitaciómí y emisión fueron desfasados 10 nm para disininurir la
intensidad de luz dispersa que de otra muanera sería muy elevada. La intensidad de luz dispersa se
registró directamemíte cmi función del tiempo. Como se ha indicado previamente, el análisis de los datos
requiere calcular el valor de I0,~ Este valor ha sido obtenido mnidiendo la intensidad de dispersión de
luz entre 2-3 h después de producido el choque osmótico emí un medio con agitación continua.
Medidas llevadas a cabo previamente a diferentes tiempos entre 2 y 6 h han mostrado que 3 fi es un
tiempo suficiente para que la intensidad de dispersión de luz tras el choque osmótico se estabilice y
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alcance los mismos valores, dentro del error experimental, que los obtemiidos con la misma
concentración de vesículas en ausencia de choque osmnótico.
24. MEDIDA DEL FLUJO DE Ca2t CON CLORTETRACICLINA.
La actividad del intercambiador Nat/Ca2+ ha sido muedida utilizamido la fluorescencia de
clortetraciclina (CTC) (Caswell, 1972; Schaffer y Olson, 1976; Gareía-Martlmi y cols.,1990).
1-la sido mostrado por diferentes gupos de investigadores que la clortetraciclina (CTC) formna
complejos con Ca24 y que el rendimiento cuántico de la fluorescencia de estos complejos se eleva
notablemente cuando estos se adsorben a membranas biológicas <Milínian y cols,, 1980> (Figura 1).
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Figura 1. Espectro de fitmorcsccncia de la elortetraciclina en presencia y ausencia de Ca24 . La
corresponde al espectro dc una solimción de sinaptosonias en presencia de CTC y Ca2t. La línea
cl registro de CTC más Ca2t. La línea punteada es el registro dc CTC.
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El método operacional ha sido el siguiente: las vesfculas (45 hg/ml) se incubaron durante 30
mm a 370C en una solución que contenía Tes 5 mM (pH 7,4), NaCí 0,1 M y CTC 50 ~M. Tras la
centrifugación durante 30 minutos se resuspenden en Tes 5 mM (pH 7,4), NaCí 0,1 M, CTC 50 pM.
Para realizar las medidas de fluorescencia, a una cubeta de cuarzo de paso de luz de 1 cm se
añadieron 2 ml de una solución que contenía Tes 5 mnM (pItiA), CTC 50 gM, CaCI
2 50 pxM y ¡<CI
0,1 Mo NaCí 0,1 Mo cloruro de colina 0,1 M, según las diferentes condiciones experimentales. A
tiempo cero se añaden las vesículas precargadas con Na
4 a una concentración final de proteínas de
A
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45 gg/mnl y se registra la variación de fluorescencia de CTC con el tiempo a 370C en un espectrofiuo-
rímeto Hitachi/Perkin-lRlmer, muodelo 650-640. Se emplearomí una longitud de onda de excitación de
380 nm y 520 mu de emisión.
A partir del ajuste de los datos del aumento de la intensidad de fluorescencia de CTC con el
tiempo a umí proceso exponemícial simple es posible obtener el valor de la constante de velocidad del
imiflujo de Ca2’ (1<) a través de la membrana de sinaptosornas. Los valores de K representados en los
Resultados han sido obtenidos a partir del ajuste por regresión lineal de Ln (F
0, - F~> frente al tiempo,
donde It y E, representan la intemísidad de fluorescencia en el infinito y a un tiemupo t,
respectivamente.
25. NIVELES DE Ca
2~ EN ESTADO ESTACIONARIO EN VESíCULAS DEL RETíCULO
SARCOPLASMICO.
Los estudios sobre niveles cíe Ca2’ acumulado en estado estacionario se llevaron a cabo
utilizando el indicador metalocrómico arsenazo III. Este compuesto presenta una alta afinidad por
Ca2’ y puede formnar complejos con él. Como se muestra en el espectro de absorciómi (Figura 2>, la
absorbancia de arsenazo III en ausencia de Ca21 es mayor a 540 nm, y relativamente más pequefla
a 650 nm. La unión de Ca21 reduce la absorbancia a 540 nm y la incrementa a longitud de onda
mayores. El incremento muestra dos picos, centrados a 600 y 650 ñni, y un punto isosbéstico a una
longitud de onda de 570 nm (en la cual no hay cambio de absorción).
It
Figura 2. Espectro de absorciómí de
arsemiazo III (línea continua) y arsenazo
111~Ca2t (línea cliscoatimíua).
-o
1.,
o
LI,
e
Para la determnimíaciómí de los niveles de Ca2 acumulado por RS en estado estacionario con
arsenazo [11,utilizamos la diferencia de absorción entre 650 y 700 nrn, que es función lineal de la
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concentración de Ca2’. Se preparan cubetas de 1-2 ml de volumen total con Tes/KOI-1 50 mM (pH
7,4>, KCI 0,1 M, MgCI
2 5 mM, sacarosa 0,25 M, arsemiazo III 30 gM, y se dejan incubar durante
10 mimuitos a 25
0C, registrando la línea base en estas condiciones (Figura 3). A continuación se
calibra la señal con adiciones de 2 x Ca2~ 40pM. Tras la calibraciómi sc añaden las vesículas de RS
(2 gg/~l) previamente preincubadas comi o sin inhibidor durante 15 minutos a 250C. A continuación
se dispara la reacción añadiendo ATP a una concemitración final de 2,5 mM. El descenso de
absorbancia registrado es debido a la acumulación de Ca2~ por fosfato inorgánico y ADP, especies
resultantes de la hidrólisis de ATP, y contamimiantes habituales en las preparaciones comnerciales de
ATP. Por esta razón se añadió a las cubetas de reacción, una vez estabilizado el proceso de captura
de Ca2~ por el RS, el ionóforo de Ca2~ A23 187 (2 gg/ml), observándose una reversión parcial del
fenómneno de captura de Ca2’, siendo esta variación de absorción la que se toma para determinar la
concentración de Ca2’ capturado por las vesículas de RS,
Figura 3. Cambios en la absorción de arsemiazo III durante la acumulación (le Ca2’. El medio contiene
Tes/KOI-1 50 mM (pH 7,4), sacarosa 0,25 M, arsenazo III 30 ~M,KCI 0,1 M, MgCI
2 5 mM y 0,2 mng/nml de
RS. Adiciones secuenciales de Ca
2’ 40 pM para la calibración de la señal, ATP 2,5 mnM para estimular la
captura cíe Ca24 y A23187 (2 pg/rnl) para determinar el Ca2~ acumulado.
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26. MEDID DE VELOCIDAD DE TRANSPORTE EN PRESENCIA DE OXALATO.
Las medidas de velocidad inicial del transporte de calcio se realizaron utilizando arsenazo Hl
5 t¿M , como se indica en el apartado amitemiom y en presencia de oxalato 5 mnM.
lEí oxalato es un agente precipitante de calcio, que se equilibra rápidamente entre el medio
externo y el medio interno de las vesículas (Stefamiova y cols., 1991). Esto produce una disminución
del Ca2’ libre en el interior de las vesículas de RS, gracias a la formaciómi de oxalato cálcico, y como
consecuencia desaparece la inhibición que el propio Ca2~ interno produce sobre la actividad AlPasa.
De esta forma la hidrólisis de ATP se estimula y la acumnulación de calcio se prolonga.
La camItidad de RS utilizada en estos ensayos fue de 25 ¡¿g/ml. La señal se calibra con
adiciones de Ca2’ 40 gM y la reacción se inicia con ATP 2,5 mM, La velociadad inicial de transporte
de Ca2’ se caleula a partir de la pendiente que se obtiene com los valores de los 2 o 3 primeros
mninutos de la reacción.
27. DETERMINACION DEL Ca2~ INTRACELULAR EN CELULAS MESANGIALES DE
RATA.
La concentraciómi de Ca2’ intracelular fue medida como se describe en Olivera y cols. (1992).
Las células en cultivo fueron tratadas con tripsina y centrifugadas durante 3 muin a 1.800 rpm. El
precipitado se resuspendió en RPMI 1640 suplementado con suero fetal bovino al 10%.A
continuación, las células erami incubadas con Fura-2/AM 5 gM durante 45 mm a 370C y centrifugadas
para eliminar el Pura—2 del medio. Las células resuspendidas en solución salina Hanks sin Ca2~ ni
Mg2’ se dejan incubar 15 mm, para que el Fura-2 no hidrolizado salga de la célula, se centrifugami
y resuspenden en solución salina de 1-lanka sin Ca2’ ni Mg2’.
A una cubeta de cristal de cuarzo que contenía 1 muí de solución cíe Hanks, se añade 1 ml de
suspensión celular, CaCI
2 1 mM y MgCI2 IinM, se deja incubar durante 15 mm a 370C con
agitación. A continuación, la fluorescencia (F) fue medida a una longitud de onda de excitación de
340 mim, registrando la emisión a 510 nm a 37W usando un espectrofluorimetro Perkin-Elmer L550.
Además, se añaden al medio distintas concentraciones de HHIP. La concentración de Ca2~ intracelular
se calcula utilizando un valor de Kt~ dc 224 nm (Grynkiewicz y cols. (1985)), según la siguiente
expresión:
225[Ca21
1= ~nax -F
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La calibración de las medidas se llevan a cabo utilizando digitonina 50 gM (~iiiaD y 40 ~¿lde
una solucion de IEG’I’A 0,2 M (P,~,).
28. MEDIDAS DE FLUIDEZ DE MEMBRANA.
La fluidez de la membrana ha sido estudiada utilizando medidas de polarización de
fluorescencia, para lo cual se utilizó como sonda una molécula hidrofóbica fluorescente (1 ,6-difenil-
1 ,3,5-hexatrieno (DPI-l).
La polarización de fluorescencia se puede medir utilizando dos polarizadores, uno emi la
trayectoria del haz de excitación (polarizador de excitación) y otro se sitúa entre la muestra y el
detector (polarizador de emisión). La intensidad de fluorescencia se ha medido con el polarizador
de excitación vertical y el polarizador de emisión primero vertical y después horizontal.
En general, se puede definir la polarización, P, como:
¡ —9= Vi
’
+ it,,,
donde I\t~ y 1v~ representan la intensidad de fluorescencia con el polarizador de excitaciómi vertical
y el de emisión vertical y horizomital, respectivamnente.
Alternativamemite, se puede deñmiir la anisotropía, r, , como:
2P39
La relación entre estos dos parámetros es:
= IV;, — ‘VII
+ 24,,,
Es necesario introducir un factor de correción dado que cualquier superficie reflectante plana
refleja preferentemente la luz polarizada paralela a la superficie reflectante y porque las lentes tienen
más transmnitancia para un plano de polarización que en el otro. El factor de correción, O, se
determina midiendo la intensidad de fluorescencia con el polarizador de excitación horizontal y, el
polarizador cíe emisión vertical y horizontal:
¡
O = ___1
“JI
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La ecuación dc polarización quedaría entonces (Lee,1982):
1 -CI
VII
1 +01VV VII
A partir de la anisotropía de fluorescencia puede calcularse el parámetro de orden (5) según
la ecuación desarrollada por Pottel y cols.(1983):
[1 — 2(r~ — r) + S(rJr0fl’~ — 1
= 2(rJr0)
donde r, es la anisotropía de fluorescencia y r0 es la anisotropía de fluorescencia en ausencia de
cualquier mnovimiento rotacional de la sonda. Para DPH el valor teórico de r0= 0,4, y los valores
experimnentales varían entre 0,362 y 0,395 (I-leyn, 1979 y Jáhing, 1979). El parámnetro de ordemi varía
desde O, que corresponde a un estado de máximiio desordemi, hasta 1 que sería el estado de rigidez
total.
Tras incidir sobre la sonda una radiación de excitación polarizada en un plano, el nivel de
polarización de la radiaciómi emitida depende directamente de la mnicroviscosidad del medio, siendo
máxima en un medio altamente viscoso como glicerol (Lee,1982). Por el contrario, una
despolarización de la radiación fluorescente emitida elevada imidica que la sonda, en el tiempo
transcurrido entre la excitación y la emisión, ha variado su oriemítación. El grado de despolarización
de la señal refleja la movilidad rotacional de la sonda fluorescente que depende directamente de la
microviscosidad de la memnhrana.
A partir de 5 se puede calcular la nileroviseosidad corregida <‘~k”, con la siguiente ecuación
(Pottel y cols., 1983>:
v,slo (1+S)
domíde y es C r T, C es un factor geométrico, i es el tiempo de vida media en estado excitado de
la molécula fluorescente y T es la temperatura absoluta. Para difenil-hexatrienO V toma el valor de
2,4 poise.
Se utilizó como sonda fluorescente para realizar estas mnedidas el l,6-difenil-í,3,5-heXatrienO
(DPI-I). Este presenta la ventaja de tener un alto coeficiente dc extinción y un máximo de absorción
a 355 nmn, lejos del máximo de absorción del triptófano. Además forma microagregados en agua no
fluorescentes, mientras que es altamente fluorescente cuando se incorpora a la membrana, En la
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Figura 4 se muestran los espectros polarizados de emisión de fluorescencia de DPH obtenidos en
presencia de mnembmanas en cubetas (le cuarzo de 1 cmii de paso de luz
n
Co
3
Figura 4. Espectros polarizados dc
emisión de fluorescencia de DPI-l en
presencia de simíaptosomas a 250C. La ~posición <le los polarizadores de ‘u
‘3
excitación y emisión es la siguiente: -~
dI
o
330 38U 430 400 530
Longitud de onda fnmj
DPI-l, disuelto en tetrahidrofurano, se añadió a una suspensión de sinaptosomas o vesículas
de retículo sarcoplásmico en una proporción muenor o igual a 1/500 moles DPI-1/moles lípidos. Se
deja incubar en la oscuridad durante 90 mimiutos para permitir que se alcance el equilibrio DPI-I en
solución acuosa/DPI-l emí membrana. El paso de luz hacia la cubeta ha de estar cerrado siempre que
no se estén realizando mnedidas para evitar la fotodescomposición del DPH. La longitud de onda de
excitación fue de 360 nm y la de emisión 440 nm. La comnposición de la solución de medida contenía
KCI 0,1 M, sacarosa 0,3 M, Tes 5 níM(pH 7,4>, ~-mercaptoetanol2 mM en el caso de los
sinaptosomas y Tes 50 mM (pI-I 7,4), sacarosa 0,25 M, KCI 0,1 M para las vesículas de retículo
sarcoplásmico. Todas las medidas se realizaron a una temperatura de 250C.
29. DETERMINACION DEL COEFICIENTE APARENTE DE PARTí CLON (19 DE RIflE EN
LA MEMBRANA DE SINAPTOSOMAS.
El coeficiente de partición se define comno la relación entre la concentraciómí dc 1-11-1W unido
a la membrana y la concentración del inhibidor libre. Para determinar estas concentraciomies liemos
medido la intensidad de fluorescencia cíe 1-II-HP fijando una longitud de onda de excitación y de
emisión de 270 y 304, respectivamente La intensidad de fluorescencia correspondiente a la
concentración de 1-II-UF unido a la membrana se lía estimado como !a diferencia entre la fluorescencia
correspondiente a la concentración de inhibidor total y la del libre.
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Las medidas fueron realizadas a una concentración de proteína de 25 gg/ml y 50 vg/ml. y
varias concemitraciones de inhibidor en umi medio que contenía Tes/KOI-l 50 mM (pH 7,4),
KCI 0,1 M.
El proceso experimental seguido comisistió en medir la intensidad de fluorescencia del medio
antes de añadir sinaptosomas en presencia de distintas concentraciones de HHIF. A continuación, se
añaden estos, y previa incubación durante 15 minutos a temperatura ambiente, se centrifugan a 45.000
rpm durante 2h a 40C. Se mide la fluorescencia del sobrenadante para valorar la concentración de
[II-UFlibre que no se ha adsorbido a la bicapa lipídica.
30. TRATAMIENTO DE DATOS.
30.1. Determninación del tiempo de relajación,r.
El curso en el tiempo de la cinética enzimática de la (Ca2~,MghATPasa puede ser descrito
satisfactoriamente por la expresión:
1’ = VI +
donde V es la velocidad a tiempo t, VI es la velocíad inicial, V~ es la velociad final y 1< es la
constante de velociad aparente del proceso. Para obtener el valor de 1< se hizo la representación
gráfica de la comcentm’ación de producto frente al tiempo (véase la Figura 5). La intersección de las
dos rectas ajustadas permite obtener el valor de 11K o tiempo de relajación (Prieden, 1981) . Las
pendiemites de las lineas señaladas como a y b son y
3 y Vf~ respectivamente.
1>
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Figura 5. Formación del producto en
‘3 función del tiempo en un proceso
cinético de autoactivación.1~CC•4
CC
<II
vi
CC)
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30.2. Cálculo (le la concentración de calcio libre.
121 ajuste de concentraciomies stmbmicromnolares de Ca2’ libre en determinadas condicicímes
experimentales se llevó a cabo añadiendo tampones Ca2’-EGTA.
El equilibrio químico entre Ca2’ y 136TA a un pl-! dado vendría expresado como:
Ca2’L+EGTAL - Ca2~-EGTA
donde la constante de disociación vendría dada por (1):
[Ca 2~1L . [ISGTA]L
Kd= [Ca2~ - ECTA]
considerando un valor de Kd de 10.72 a pl-l 7,4 (I-larafuji y Ogawa, 1980).
1. Si la concentración de Ca2’1 es mayor que la concentración de EGTA, la concentración de Ca2’
libre es aproximnadamente igual a:
[Ca2iL — [Ca2i
7 — EEGTM~
2. Cuando la concentración de Ca
2~ es inferior a la concemitración de 136TA, entonces (2) y (3>:
[Ca2i~ — [RaTA -Ca’i
EEGTAIL [EGTA]T- (Ca2i~
Sustituyendo en la ecuación (1) las expresiomles (2) y (3),
14, [CahL (~EGTA]7 — [Ca2i~~[Ca2i
7.
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Despejando se obtiene la siguiente expresión:
Kd . [Ca2i~[Ca2ljIt = [EGTA~T— LCa2ir
donde la concentración de ca21 libre es función de las concentraciones totales de ECTA y de Ca2’.
30.3. Todos los experimentos se realizaromi por duplicado o triplicado con al muenos tres preparaciones
diferentes de membranas. Los valores representan la media ±OS. En los casos en que la desviación
estándar es <10% no se representa barra de error. El ajuste dc los valores experimentales a las
correspondientes curvas se realizó mediante el programa GraphPad Inplot.
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1. PURWICACION.
De extractos de cerebro, hipófisis, hipotálamo y glándula suprarrenal bovinos liemos
purificado un factor que actúa como inhibidor de la (Na~,K~)ATPasa y de la unión de 3H-ouabaina
a la enzima. La emízima utilizada procede de médula renal de cerdo y se ha purificado según se
describe cmi Materiales y Métodos. El factor inhibidor recibe el nombre de HHIF (Hypothalamic
I-Iypophysary Inhibitory Factor).
Para su purificación se homogemíiza el tejido recién descongelado en metanol. Tras una
extracción lipidica con éter de petróleo-cloroformo, la fase acuosa se concentra por liofilización y se
resuspende cmi metanol. A continuación se centrifuga y el sobrenadante se cromatografía por filtración
en gel (véase Materiales y Métodos). Comno se ¡nuestra en la Figura 6, las fracciones con actividad
inhibidora de la (Na’,K’)ATPasa, eluyen inmediatamente antes del pico correspondiente a las sales.
Estas fracciones inhibidoras aparecen cmi todos los tejidos procesados. Dependiendo de cada
cromatografía, el pico abarca desde el final del volumen de exclusión teórico de la columna (35% del
volimmen total) hasta el doble de este valor. Previamente se comprobó que estas fracciones no
afectaban a las enzimas auxiliares del ensayo enzimático acoplado (PK y LDH).
Las fracciones activas son recogidas, liofilizadas y concentradas. Este material parcialmente
purificado se somete cíe nuevo a cromatografía, en este caso HPLC semipreparativa en fase revetsa.
Los cromatogramnas obtenidos (Figura 7), registrados a una longitud de onda de 214 nm,
muestran dos picos con actividad inhibidora de la (Na~/K~)ATPasa. Esto ocurre en todos los tejidos
estudiados excepto en cortex cerebral donde sólo aparece uno. El primer pico, que es el que aparece
en todos los casos, coincide con el voluníemí de exclusión de la columna y corresponde a un tiempo
de retención entre 6 y 10 mimí. El segumido pico presenta un tiempo de retención de 143 mm y aparece
cii todos los tejidos estudiados a excepción del cortex cerebral.
Las fracciones del primer pico (a) conservan su acción inhibidora de la actividad
(Na’,K’)ATPasa níeclida itt vitro tras su reducción a cenizas ~2500Cdurante 24 Ii) por lo que
probablemnente corresponda a componentes de naturaleza inorgánica. Este hecho se confirma porque
la incubación de estas fracciomíes con EDTA 1 mM, agente quelante de iones metálicos divalentes,
elimina el efecto inhibidor de estas fracciones.
Las fracciones con actividad inhibidora correspondientes al segundo pico (b) son recogidas,
liofilizadas y recromatografiadas por HPLC analítica. La Figura 8 presenta el perfil de elución en una
columna
1d3ondapak Fatty Acid de todos los tejidos procesados. En el cromatograma registrado a 214
nm se detecta un pico mayoritario, con un tiempo similar de retención en todos los tejidos procesados.
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En el perfil correspondiente a cortex no aparece pico ni hay actividad inhibidora dc la
(Na’ ,K’)ATl~asa.
El análisis espectral, llevado a cabo con un detector de multifotodiodos asociado al
eromnatógrafo líquido de alta resolución (L-IPLC), permite identificar el pico con un mnáximno de
absorción a 274 nm (Figura 9, columna de la derecha). Al comparar los espectros de absorción de
este pico, considerando las pendientes ascendente y descendente, así corno el máxitno del pico (puntos
a-e, Figura 9, columna dc la izquierda) y normalizando a 274 nm se observa el solapamiento de los
espectros lo cual muestra la presencia de un único componente con un máximo de absorciómi a 274
nm (Figura 9).
En la columna de la izquierda de la Figura 9 se muestra la localización de la actividad
inhibidora en los diferentes picos aislados correspondientes a los disintos tejidos procesados. El e?ecto
inhibidor medido utilizando el ensayo acoplado se superpone con la absorbancia a 214 nm de los picos
correspondientes a cada tejido.
Los resultados mostrados en las Figuras 6-9, 16 corresponden a una serie experimental
realizada con una preparación de cada uno de los tejidos procesados, obteniéndose resultados similares
en diferentes preparaciones.
Los niveles más elevados de 1-II-UF, a pesar de la variabilidad debido a la metodología, han
sido detectados en glándula suprarrenal e hipófisis. Los valores obtenidos son para los diferentes
tejidos procesados: (1) cerebro 0,36 ±0,02 U/g, (2) hipófisis 0,76 ±0,12 U/g, (3) hipotálamo 0,43
±0,17 U/g, y (3) glándula suprarrenal 0,64 ±0,18 U/ g de tejido. Estos valores representan la
media ±ES de los resultados obtenidos en al mnenos cuatro preparaciones diferentes de cada
tejido.
La comparación, mediante el programa .Spectrun¡ analysis, del espectro del pico
correspondiente a cada uno de los tejidos permite comnprobar que todos corresponden al mismo
(Figura 10).
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Figura 6. Cromatografía en Sephadex LI-I-20 de los extractos de cerebro (A), cortex (B), hipotálamo (D),
hipófisis (U), y glándimía suprarrenal (E), La elución se realizó con metanol, a un flujo dc 0,8 mlfmin y a
temperatura ambiente. Las fracciones (Smnl), se evaporan y resuspenden en 1 ml de agua MilliQ. En todas ellas
se mide la acitvidad inhibidora de (Na’,K~)ATPasa ( O ), la conductividad ( + ) y el contenido en( O ) y K’ ( • ). Las condicioncs experimentales están descritas en Materiales y Métodos.
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Figura 7. Fraccionamniento por l-IPLC semipreparativa en fase reversa de Hl-líE parcialmente purificado de
cerebro (A), cortex (13), hipotálamo (C), hipófisis (D> y glándula suprarrenal (E). El matermal paremalmente
purificado se cromnatogralmó en una columna pflondapak C-l8 , cluida con el gradiente de acetonitrilo indicado
con línea discontirnma, a un flujo cíe 2 ml/mnin y a temperatura ambiente. Se colectaromj fracciones dc 4 inI, que
fueron liofolizadas y resuspendidas cmi 0,5 ml de agua Mill! Q. Mediante las letras a y b se indica los picos
donde se localizamí las fracciones con actividad inhibidora muedida utilizando el sistema de enzimas acopladas
que se describe en Métodos. Estas fracciones sc mezclaron como se indica por barras horizontales, y se
rcerornatografmaron en las condiciones descritas en la Figura 8.
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Figura 8. l-IPLC analítica en fase reversa del muaterial purificado. A: Cerebro, B: Cortex, C: Hipotálamo, D:
Hipófisis, E: Glándula suprarrenal. El material del pico b de la Figura 7 correspondiente a cada tejido fue
recromiiatografiado cmi una columuna ¡zflondapak Fauy’ Acid, eluida con cl gradiente de acetonitrilo indicado con
línea discontimma, a un flujo dc 0,5 mul/mimí y a ternperawra amubiemite. Se colectaron fracciones de 1 mí, que
fueron evaporadas y resuspendidas en 0,250 ml <le agua MilliO. La actividad se midió utilizando el sistema de
enzimas acopladas. Otras condiciones experimnemnales están indicadas en Materiales y Métodos,
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Figura 9. Actividad inhibidora de la (Na~,K~)ATPaNa y análisis de los espectros de absorción de 1-11-1W
recromatografiado en una columna ~Bondapak Fatty Acid. A: Cerebro, 13: Hipotálamo, C: 1-lipófisis, y D:
Glándula suprarrenal. Izquierda: Localización de la actividad inhibidora (línea discontinua) en el pico
correspondiente a cada tejido. Derecha: Superposición de los espectros dc absorción en los puntos del pico
indicados por flechas (a-e) para cada tejido. Los espectros sc realizaron comt un detector de fotodiodos acoplado
al cromatógrafo. Mediante cl programa Spectrun¡ analysts sc compararon los espectros de los picos.
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espectros sc realizaron con imn detector de fotodiodos acoplado al cromatógrafo y corresponden al máximo de
los picos <le los cromatogramas de la Figtmra 8.
El espectro de fluorescencia de 1-II-UF purificado se muestra en la Figura 11. Este espectro
presenta un máximo de excitación a 280 nm y un máximo de emisión a 305 nm, lo cual sugiere la
presemicia de algún anillo aromático en el material purificado.
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Figura 11. Espectro de emisión dc fluorcacemicia (X010 280 nm)
(línea continua) y de excitación ~ 305 um) (línea discontinua) de
1-IHIF en agua a 25»C.
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Este material procedente de cada tejido era ensayado como imiliibidor de la actividad
(Na’jK)ATl~asa. El valor control de la actividad de la enzima purificada es de 8 ±2 gmoles de
P~hnin /mng de proteína, empleando el ensayo acoplado según las condiciones descritas en Materiales
y Métodos. Una unidad arbitraria de imlhibiciómI (U) se define como la cantidad de 1-11-UF necesaria
para inhibir un 50% la actividad (Na~,K~)ATPasa purificada.
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Figura 12. Efecto de HHIF purificado cíe diferentes tejidos sobrc la actividad (NatKtATPasa purificada de
médula renal. Cerebro ( U ), hipotálamno (•), hipófisis ( O) y glándula suprarrenal ( O ). La preincubacién
se realiza en ausencia o presencia de ¡-II-hP durante 2 Ii a 370C en tmmi medio que contenía Tris/CII-l 1 M (pH7,4), MgCI
2 6 mM y 36 ~g de proteína/ml. La concentración final de proteína en el medio de ensayo de
actividad ATPasa es 4 pg/ml. La actividad se mnidió a 37
0C utilizando es sistemna de enzimas acopladas que se
indica en Materiales y Métodos. La refer ncia (100%) es la actividad A’I’Pasa en ausencia de HHIF y
corresponde a umi valor de 9 t 3 Ul.
La Figura 12 muestra la inhibición de la actividad (NatK~)ATPasa en presencia de
cantidades crecientes del material purificado procedente de cada tejido. Como puede observarse la
dependencia de la inhibición es exactamente la misma en los diferentes tejidos estudiados, lo cual
apoya que el material purificado en cada uno de ellos sea el mismo.
1 2 3
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Hl LA Figura 13. Electo de ¡11-1W sobre la
4 actividad (Na’ ,K)ATPasa en función del
CO hicínpo (le incubación. La incubación se
O3
realizó a 370C cmi un medio que conteníaTris/OH 1 M (pl-1 7,4>, MgCI
2 6 mM, 36
r
~g de proteína/ml y 12 U/inI de HHIF.
r La concentración final de proteimia y de
HHIF en el medio de ensayo de actividad
25 AlPasa son 4 ~¿g/mnly 1,3 U/inI,
respectivamnente.
1)
(1 51] 100
Tiempo (nl o)
La Figura 13 muestra que la inhibición de la actividad (Na~,KjATPasa por 1-II-líE es
dependiente del tiempo de preincubación. Para estudiar este efecto se preincuba el enzima en
presencia o ausencia de I-lI-IIF hasta un periodo de tiempo de 120 mm a 37
0C, y pH 7,4, En estas
condiciones se observa un aumento cíe la inhibición con el tiempo alcanzándose un máximo de
inhibición (70%) para la dosis ensayada (1,3 U/mí> después de 60 muin de preincubación. La presencia
de Mg2’ aumenta la imihibición de la bomba de sodio por HHIF (Figura 14). El enzima en estas
condiciones de ensayo sin inhibidor no se ve afectada.
M
I~’igimra 14. Inhibición de la (N&,K~)ATPasa por
HHIF cmi ausencia o presencia de Mg2’ 6 mnM en el
mnedio de preincubación. Las condiciones
experimentales son las indicadas en la Figímra 13.
C: Actividad AlPasa sin Hl-tU’ cmi el medio de
emisayo.
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2. EFECTO DE HHIF SOBRE LA (Na~,K~)ATPasa PURIFICADA. Estudios de depezideilcia
de la concemitración. Comparación con ouabafna.
Debido a la diferente especificidad de los ensayos utilizados para detectar compuestos como
el descrito es importante la combimiación de distintos procedimientos para estudiar el efecto de 1-U-IlE
sobre la (Na1,K’)ATPasa. Así hemos utilizado tres bioensayos diferentes: inhibición in vitro de la
actividad (Nat,K’jAlPasa purificada, inhibición de la unión de 31-I-ouabalna a la enzima y reacción
cruzada con anticuerpos antidigoximia,
La ouabaína es un potente inhibidor de la (Na’jK~)ATPasa (Wallick y Schwartz, 1983) por
lo que es imnportante establecer si HI-IIF inhibe por un mecanismo similar. Para ello se ha comparado
el efecto que produce el factor purificado con la respuesta de ouabaina para cada uno de los ensayos
sefialaclos, Como puede observarse en la Figura 15, la actividad biológica del factor purificado es
equivalemite en las curvas de dependencia de la concentración con respecto al comportamiemito de
ouabaína. Además las curvas de desplazamiento de 31-I-ouabaína obtenida con I-IHIF u ouaba!na somi
similares. La cantidad de 1-li-ILE necesaria para inhibir un 50% la actividad de la (Na~,KjATPasfl
purificada de médula renal de cerdo equivale a 0,1 t¿M de ouaba!na en las mismas condiciones
experimentales.
El compuesto 1-U-UF no presenta reacción cruzada con anticuerpos antidigoxina a las dosis que
normalmente imihibe y que desplazan 31-l-ouabafna de su sitio de unión al enzima, mientras que
ouabaina presenta un ligera reacción cruzada. Hay que seflalar que el factor hipotaLániico parcialmente
purificado en Sephadex LI-1-20 sí mostraba reacción cruzada con estos anticuerpos a concentraciones
elevadas.
3. REACCION CRUZADA CON ANTICUERPOS ANTIDIGOXINA.
El comportamiento amiálogo a digoxina se ha empleado como uno de los criterios de actividad
natriurética que todo inhibidor de la bomuba de sodio deber! a cumplir (véase Introducción), debido a
la semejanza estructural del posible inhibidor endógeno con la familia de los digitálicos aislados de
plantas. Sin embargo, comno se pone <le manifiesto en la gráfica de dependencia de la concentración
de este ensayo (Figura ¡SE), comiforme avanzamnos en la estrategia de purificación, las unidades de
inhibición de I-l1-IIF pierden la capacidad de dar reacción cruzada con los anticuerpos antidigoxina,
incluso a concentraciones de inhibidor hasta 2 veces superiores a las que producen un 100% dc
imlhibiciómI de la enzima. Tami sólo extractos crudos, material parcialmente purificado (previo a la
cromatografía en Sephadex LI-I-20) o la zona de conductividad presentan reacción cruzada.
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Figura 15. Efecto del factor hipotalMnico ( • > c hipofisario ( O ) puritmcado sobre la actividad
(Na~,KjATPasa (A), sobre el desplazamiento de 31-l-ouabaína <C) y reacción cruzada con anticuerpos
antidigoxina (E). Las curvas cíe dependencia de la comccmilración crami comparadas con onahaina ( U ) (E,D,F)
y digoxina (E,F) bajo las mismas comidiciones de ensayo. La reacciómi cruzada del factor hipotalámnico
parcialmente purificado ( A ) es expresado en la Figura E. Las condiciones experitnemnales están indicadas en
Materiales y Métodos.
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B
<u
U)(u
o-1-
‘o
O
C
./-
—l
- 0.75
- 0.5
- 0.25
-o
-0.5
~0
-0.25 (u
‘O
L0 (u
-0.5 4)
1-.o
0.25 E
c
-a
1.5
c
D
40
71
Resultados
Como puede verse en la Figura 16 en donde se muestra el perfil de elución en LI-1-20 para
muestras (le los diferentes tejidos procesados, la zona de reacción cruzada con anticuerpos
antidigoxina coincide con la zona de conductividad y/o sales, aunque varía ligeramente dependiendo
de cada croniatograma y tejido. Los resultados mostrados corresponden a una preparación de cada
tejido procesado obteniéndose resultados similares en diferentes preparaciones.
En los primneros pasos de purificación a nivel de 11-1-20 se ha podido observar que en alguna
de las preparaciones estudiadas las fracciones con reacción cruzada con anticuerpos antidigoximía
coinciden con las últimas fracciones con actividad imihibidora de la (Nat,K’)ATPasa. Sin embargo,
la reacción cruzada de estas fracciones desaparece a lo largo del proceso de purificación. Estas
variaciones pueden ser debidas a parámetros difíciles de controlar a lo largo del proceso de
purificación, tales como la temperatura, extracción de la muestra, empaquetamiento del gel de 11-1-20,
densidad de la muestra cargada, etc..
4. PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS.
4.1. Comparación Cali otros compuestos.
Diferentes tipos de compuestos que actúan como inhibidores de la actividad (Na~,K’jATPa5a,
que desplazan 31-I-ouaba!na <leí sitio de unión al enzima o bien sustancias que dan reacción cruzada
con anticuerpos antidigoxina, podrían estar implicados en la regulación endógena del transporte de
sodio (Clarkson y cols., 1985; Kelly y cols., 1986; l3raquet y cok., 1986>. Entre estos compuestos
se encuentran: lignanos, digitálicos, fosfolípidos, ácidos biliares, ácidos grasos libres, dopamina,
esteroides,etc.
Cabe la posibilidad de que el compuesto que nosotros purificamos fuese similar a alguno de
estos compuestos, para ello estudiamos la similitud de los espectros de toda una serie de familias de
compuestos con el espectro de HHIF (véase Apéndice II).
La selección de estos compuestos se hizo teniendo en cuenta la posible presencia de algún
anillo aromático. Se incluyen compuestos tales como tirosina, hidroxi-fenilácidos, catecolamninas y sus
metabolitos, catecolestrógenos y lignanos (formados por dimerización oxidativa de fenoles). Estos
compuestos se cromatografiaron por HPLC en una columuna /¿Bondapak Fatty Acid en idénticas
condiciones experimentales que las empleadas para la purificación del inhibidor endógeno.
Ninguna de las sustancias estudiadas presenta un espectro similar ni el mismo tiempo de
retención que el inhibidor, tan sólo algunos fenilácidos del tipo de los encontrados en elevada
concentración en el fallo hepático agudo (Seda y cols., 1984) y la L-Tyr presentan un espectro muy
similar aunque estos eluyen en el volumen de exclusión de la columna.
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Otros tíos compuestos cromatografiados en las mismas condiciones descritas para el inhibidor
somi nuabaina y digoxina. Estos compuestos somi inhibidores específicos de la bomba de sodio que se
aislan de plantas y se les ha atribuido por algunos autores un papel de reguladores endógenos de la
(Na/K’)ATPasa (l-lamlyn y cols., 1991b; Tymniak y cols., 1993). Ninguno de ellos eluye con el
mismo tiempo de retención que el inhibidor, la ouabalna tiene un tiempo de retención de 5,2 mm y
la digoxina de 19 mm - Los tiempos de retención para cada uno de los compuestos cromatografmados
se muestran en el Apéndice II.
4.2. Estudios <le ultrafiltración.
El material purificado se sometió a ultrafiltración a presión utilizando células de Amicon con
agitación continua y en atmósfera de nitrógeno. Las membranas empleadas tenían un tamaño de
exclusión de peso molecimiar comprendido entre 500 (YC05) y 1000 D (YM2). El inhibidor atraviesa
ambos tipos cíe muemubranas. La identificación antes y después de HHIF en el filtrado se demuestra
porque produce imihibición de la (Na4 ,K~)ATPasa antes y después de cromatografmar el filtrado por
I-IPLC en una columna gBondapak Fatty Acid. La recuperación del material filtrado no es del 100%,
probablemente debido a interacciones inespecificas del inhibidor con las membranas. Estos resultados
sugieren un peso molecular aparente para I-IHIF menor de 500 Da, que coincide con los descritos para
un factor de estas características por otros autores (Akagawa, 1984; Morgan y cols., 1987; Millet y
cols., 1987; I-Iaber y I-laupert, 1981).
4.3. Reducción a cenizas.
1-II-IIF pierde totalmente su actividad inhibidora de la (Na~,K~)ATPa5a in vitro cuando se
somete a 2500C durante 24 h (véase Tabla 1) lo cual descarta la posibilidad de que se trate de iones
inorgánicos contaminantes.
Este resultado se ve apoyado por la ausencia de efecto de EDTA 1 mM sobre la inhibición
del factor aislado sobre la enzima (véase Tabla 1).
4.4. Efecto de la temnpcrattlra.
Como se mnuestra en la Tabla 1, I-II-IIF es estable al incubarlo a 37»C durante 24 h y a 800C
durante 10 mm pero pierde ligeramente su actividad cuando se calienta a 1100C durante 24 h o a
1200C durante 30 mm.
4.5. 1-lidróliSiS ácida.
La acción combinada de HCI 5,7 N, temperatura de 1100C durante 24 h y 2~mercaptoetaflol
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al 0,02% en condiciones de vacío conlíeva la pérdida de la actividad inhibidora de 1-U-IlE. Este efecto
se observa tanto en condiciones reductoras por la presencia de 2-mercaptoetamiol como en ausencia
de éste.
Debido al ligero efecto de la temperatura sobre I-IHIF realizamnos el mismo experimento pero
a 370C durante 24 h, condiciones que mio afectan a la estabilidad del inhibidor, observándose que la
presencia de I-ICI 5,7 N no altera la capacidad de inhibición, si bien cuando añadirnos al medio HCI
5,7 N más 2-mercaptoetanol al 0,02% cl factor pierde su actividad inhibidora (Tabla 1)
Debido a este efecto del 2-mercaptoetanol sobre I-IHIF, se investigó la posible presencia de
grupos sulfhidrilo libres en Hl-líE mediante incubación de éste con 4-vinilpirídina, según las
condiciones descritas en Materiales y Métodos. Tras la incubación, Hl-UF fue cromatografiado cmi
I-IPLC en fase reversa utilizando umia colummía gl3ondapak Fatty Acid. Mediante un detector de
fotodiodos se obtuvo su espectro de absorción, que resultó idéntico al de I-ll-IIF (datos no mostrado),
indicando al ausencia de grupos sulíhidrilos libres en el material purificado.
4.6. Digestión enzimnátict Incimbación con fosfolipasa C o pronasa E.
Al tratar 1-U-líE (Rl> con fosfolipasa C (0,6 mg/muí) o pronasa E (1 mg/mí), según Las
condiciones descritas en Materiales y Métodos, no se ve disminuido su efecto inhibidor sobre la
actividad (Na~,K’jATPasa (Tabla 1).
4.7. Oxidación con ácido perfónnico.
El compuesto EHIE se incuba con ácido perfórmico durante 3 lx en hielo, y tras ese tiemnpo
se liofihiza y resuspende en agua. La comparación de los espectros de absorción obtenidos antes y
después del tratamiento con ácido perfórmico muestran que HHIF pierde su máximo de absorción a
274 nm. La muestra de HHIF oxidada por ácido perfórmico es cromatografmada en una columna
gl3ondapak Fatty Acid y se eluye en las condiciones señaladas cmx el proceso de purificación. Durante
la cromatografía se van realizando espectros de absorción de las moléculas eluidas, observándose que
el tiempo de retención del material purificado aumenta a 43 mm al tiempo que desaparece el máximo
de absorción a 274 mím. Es interesante señalar que el factor mantiene su efecto inhibidor de la
actividad (Na’ ,K~11ATPasa.
4.8. hidrólisis básica.
La capacidad inhibidora de este agente es estable al tratamiento alcalino con NaOl-l 0,2 N,
durante 30 mm a 120»C o durante 2 h a 3<70C (Tabla 1) comparado con los correspondientes
controles. Para ello se realizan los correspondientes ensayos y controles de la enzima en las mismas
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condiciones pero sin inhibidor no observándose ningtmn cambio en la actividad ATPasa.
4.9. Preimicubación con I3SA.
La incubación de HHIF comi ESA (0,1 mg/mí> tampoco varió la inhibiciórx de la
(Na1,K~)ATPasa (véase Tabla 1).
4.10. Análisis de aminoácidos.
En el análisis de amimioácidos del material purificado sometido a hidrólisis con Clii 5,7 M
en presencia de 2-mercaptoetanol al 0,02% (y/y) no se detectó la presencia de aminoácidos,
4.10. Influencia del pH sobre la finorescencia de HHIF.
La intensidad de fluorescencia del factor 1-II-uF varía con el pH del medio como puede
observarse en la Figura 17, presentando dos puntos de inflexión a pH 4,3 y pi-1 7,5. Este efecto es
especialmente significativo a pl-l ácido donde se observa un gran aumento de la intensidad de
fluorescencia de este compuesto.
Figura 17. Efecto del plí sobre la intensidad de
fluorescencia de HI-IIF (X~ 280 nin, Xo,~ 315 nni).
El medio de ensayo contenía Tes/KOH 25 mM para
la zona de plí básicos y Mes/CíE-! 25 mM para para
la zona de pH ácidos. En el eje de ordenadas se
representa el porcentaje con respecto al valor control
que corresponde a la intensidad de fluorescencia de
Hl-UF (F
0) a un pH entre 5,7-6,8.
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‘rabIa i. Efecto de diferentes tratamientos sobre la actividad inhibidora de I-ll-IIF.
Tratamiento Inhibición (Na’ ,K~)ATPasa
Control (l-IHIF 2U¡ml) 93 ±7
Temperatura (800C, 10 mm) 95 ±6
(370C, 24 h) 100
(1 100C, 24 h) 58 ± 14
(1200C, 30 mnin) 62 ±5
I-Tidrólisis ácida
(%)
(CII-I 5,7 N, 24h, 1100C)
(CIR 5,7 N, ¡3-ME 0,02%,
24h ,1100C)
(CII-I 5,7 N, 24h, 3700)
(CII-! 5,7 N, ¡3-ME 0,02%,
24h, 3700)
15 + 10
7±4
100
6.Q±14
Hidrólisis básica
(NaO!-! 0,2 N, 30 mm, 12000)
(NaO!-! 0,2 N, 2h, 370C)
62 ±5
100
Fosfolipasa C 95 ±1
Pronasa E 97 j 3
BSA 94±2
EDTA lmM 83 1 3
Reducción a cenizas
(24 h, 2500C)
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5. MODULACION DE LA ACTIVIDAD (Ca2~,Mg2~)ATPasa DE SINAPTOSOMAS Y DE
VESíCULAS DE MEMBRANA PLASMATICA SINAPTOSOMAL POR HHIF.
5.1. Actividades ademosimxtrifosfatasa de sinaptosomas y de vesícimias derivadas de ineiixbrana
plasmatica sinaptosoinal.
La membrana plasmática de sinaptosomas de cerebro de rata presenta diferentes actividades
ATPasas: (NaF,KI)ATPasa, Ca2’-ATPasa, Mg2~-ATPasa y (Ca2~+Mg2’jATPasa (Sorensen y
Mahíer, 1981; Michaelis y cols., 1983).
En nuestras preparaciones existe además una actividad contaminante Mg2~-ATPasa de origen
mitocondrial, que corresponde al factor FI-AlPasa, que representa aproximadamnente el 20%-25%
de la actividad total y que es inhibida específicamente por la adición de azida sódica 5 mI\4 en el
medio de ensayo.
La actividad (Na’,K’jATPasa se determina como la actividad ArPasa que es inhibida por
ouabaina 1 mM en presencia de Na~ 100 mnM y K~ 20 mM en un medio de ensayo hipotónico. Esta
actividad es de 0,41 ±0,07 ~molesPi ¡min/ mg proteína.
‘1
Figura 18. Actividad (Ca2 ,Mg2’jATPasa 7
de vesículas derivadas de membrana ~ .3
plasmática sinaptosomal en función del
tu,
tiempo. Los puntos corresponden a los a
valores obtenidos midiendo directamente ~ .2
el fosfato (P
1) liberado ~) y utilizando cl ~
sistema acoplado PK-LDI-l ( • ). Otras -~
condiciones experimentales como se ; .1
indica en Materiales y Métodos.
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La actividad ATPasa dependiente de Ca
2~ y/o Mg24, (Ca2tMg2~)ATPasa decae lentamente
en función del tiempo (Figura 18) hasta estabilizarse en una actividad que es aproximadamente el 40-
50 % del valor de la actividad inicial (García-Martín y Gutiérrez-Merino, 1986, 1990). Este proceso
sigue una cinética de primer orden con una constante de velocidad de 0~26 ±0,04 mimrm en
sinaptosomas y 0,41 ±0,04 min.m en vesículas. Para evitar errores metodológicos debidos a esta
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inactivación, todas las medidas cinéticas realizadas en este estudio se han llevado a cabo en
condiciones experimentales en las que se había alcanzado el valor de actividad ATPasa del estado
estacionario.
La actividad total dependiente de Ca2’ y Mg2~ se ha medido en presencia de Ca2~ 50 gM
y Mg2’ 2mM alcanzando un valor mnáximo de 0,16 ±0,03 jtmoles de Pi/min/ mg de proteína en
vesículas y de 0,1 ±0,015 pinoles de P
1/min/mg proteína en sinaptosomas.
La actividad ATPasa dependiente de Mg
2’ y activada por Ca2~ se ha medido en presencia de
Mg2 y ATP 2mM y la concentración de ECTA necesaria para alcanzar la concentración de Ca2~
libre deseada en cada caso (véase Materiales y Métodos). El valor obtenido es de 0,08 ±0,01
1¿moles
Pi/min/ mg proteína.
La actividad ATPasa dependiente de Ca
21 e independiente de Mg2~ se ha medido en presencia
de Ca2’ 50 MM y ATP 2 mM sin Mg2~ en el medio obteniéndose un valor de 0,06 ±0,007 gmoles
P
1/min/mg proteína.
Todos estos valores son similares a los publicados por otros investigadores (Sorensen y
Mahíer, 1981; Michaelis y cols., 1983; García-Martin y Gutiérrez-Merino, 1990) y representan la
media de los resultados obtenidos por duplicado en diferentes preparaciones de simiaptosomas y
vesículas. Todos los valores de actividades reseñados con anterioridad representan la media de los
resultados obtenidos emi 10 preparaciomles diferentes de sinaptosomas.
Los valores mnostrados de actividades (Ca2~ ,Mg2’jATPasa representaxx valores totales de
actividad, La orientación de la mnernbrana plasmática es igual en sinaptosomnas y en lacélula nerviosa,
por lo que para medir actividades en que la emzinia presente el centro de unión del ATP hacia el
citosol, en concreto (Ca2.F+Mg2tATPasa y (Na~,K~)ATPasa, es necesario hacerlo en un mnedio
hipotónico o permeabilizando la membrana con saponina. Las vesfeulas presentan un grado de
inversión de la ¡nentrana que en nuestras preparaciones corresponde aproximadamente al 40%
(García-Martín y Gutiérrez-MerinO, 1990). Estos resultados son similares a los obtenidos por Gilí y
cols. (1986), utilizando un protocolo similar al nuestro. En estos estudios se miden las actividades
ATPasa de estas membranas, así como el efecto de tetradotoxina (bloqueante no permneable de canales
de Na’ ) y veratridina ( agonista de canales de Na~ que difunde fácilmente a través de las
membranas) sobre la disipación del gradiente de Na3 a través de estas membranas.
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5.2. Efecto de 1-II-UF sobre las actividades adenosintrifosfatasa en sinaptosornas y en vesícimías
derivadas de membrana plasnxatica.
5.2.1. Inhibición (le la actividad (Ca2~,Mg2)ATPasa total por HHIF.
Para estudiar el efecto del 1-IHIE sobre la actividad (Ca2~,Mg2~)ATPasa se ha utilizado el
ensayo enzi¡nático acoplado PK-LDH (véase Materiales y Métodos) para lo cual se comprobó
previamente que en el intervalo de concentraciones de HHIF empleado no inhibía a dichas enzimas.
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Fig¡mra 19. Inhibición de la actividad (Ca2’,Mg2~)ATPasa total por HHIF. Los datos mostrados corresponden
condiciones de ensayo estándar, pH 7,4 y 25’aC ( • ), pH 7 y 250C ( C ) y pH 7,4 y 370C CO), El medio de
reacción contenía Tes/KOH 50 mM, MgCI
2 2 mM, CaCI2 50 MM, KCI 100 mM, ~-mercaptoctanol2 mM, azida
sódica 5 mM, ATP 2 mM, PEP 0,42 mM, NADH 0,22 mM, 10 U/ml de PK, 28 U/ml de LDH y 20 pg de
proteína/ml. La referencia (100%) es la actividad ATPasa determinada en ausencia de Hl-UF. Inserto:
Representación dc 1-1111 dc los datos de inhibición en las condiciones de ensayo estándar,
La Figura 19 ¡nuestra que I-IHIF inhibe la actividad (Ca
2~,Mg2~)ATPa5a de vesículas de
mnembrana plasmática. La dependemicia de esta actividad con respecto a la concentración de HHIF no
se modifica con el cambio de pI-1 de 7,4 a 7 ni con el de la temnperatura de 250C a 370C. A partir
de la representación de 1-luí de estos datos se obtiene un valor de K
05 aparente de 2,45 U/ml y un
coeficiente de Hill de 0,8 ±0,06.
o 2 4 6 8 10 12
{HHIF]. U/ml
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Figura 20. Dependencia del efecto
u’
inhibidor de 1-IHIE sobre la actividad(Ca2~ ,Mg2t)ATPa5a con la
concentración de proteína. Las
concentraciones de proteína eran 10
U), 20< • ) y 40(Á) ~g/ml
u
.4
t) 2 ‘1 6 0 10 12
[¡INI FI
Como se muestra en la Figura 20 la concentración de HHIF necesaria para producir el 50%
de inhibición se incrementa al aumentar la concentración de proteína, obteniéndose valores de 1,24
U/mí, 2,45 Uiml y 4,21 Uimnl para 10, 20 y 40 yg/ml, respectivamente. Esto indica que una
importante fracción del inhibidor se une a la membramia, Por este motivo, hemnos estimado la
incorporación de HL-UF a la membrana sinaptosomnal midiendo la intensidad de fluorescencia del
sobrenadante antes y después de la centrifugación a 45.OOQrpm durante 2 ha 400 utilizando distintas
concentraciones de membrana y I-IHIF en un mnedio que contiene Tes/KOH 50 mM (pH 7,4), KCI
0,1 M. En la Tabla 2 se muestran los valores de fluorescencia obtenidos para HHIF
101,~ y HH!Fimtrc en
sinaptosomas de cerebro de rata a una concentració¡x de prote(na de 25 ng/ml y 50 pgiml. El valor
del coeficiente de partición aparente (1(p) para la unión de HHIF a la membrana sinaptosomal a partir
de estos datos, calculado según se indica en Materiales y Métodos, es de 0,08 (Mg prot de
membrana/mi)’. El mismo valor se obtiene, dentro del error experimental, cuando se estima el
coeficiente de partición a partir de las curvas de dependencia de inhibición de la actividad
(Ca2~,Mg2tPÁTPasa respecto a 1-11-1W (Figura 20), siguiendo el mnétodo descrito por de Foresta y
cols., 1990. Por tanto, las concentraciones de HL-UF totales utilizadas en este estudio deberían ser
corregidas teniendo en cuenta la unión del inhibidor a la membrana plasmática. La concentración de
inhibidor libre capaz de producir el 50% de inhibición de la actividad (Ca~,Mg2¼ATPa5aes de 0,88
±0,16 U/ml.
o
U/ rn 1
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Tabla 2. Intensidad de fltmorescencia (u.a,) obtenidos para lll~llF.ro.rÁ, y l-l1-llF1~~~ en sinaptosomas de cerebro
de rata. La concentración de HHIF unida a sinaptosomas se estimó a partir dc la disminución de la
concentración de inhibidor en cl sobrenaclance después de centrifugar, como se indica en el texto.
I-ll{lFr)TAm
(U/mí)
I-lI-IIFmo¡AI
F(u.a.)
HI-IIP¡¡flft1:
F(u.a.)
0,5 12,5 ±2
SINAPTOSOMAS
25 pg/ml 50 ¡ig/ml
3,15 ±1,17 3,05 ±0,03
26,3 ±0,7 5,4 ±0,26
1,5 32,0± 1,7 10,2 ±0,27 73 + 025
2 41,8 ±0,3 15,0 ±1,08 7,2 ±1,65
La actividad (Ca2~,Mg2~)ATPasa total de 0,25 mng/ml de vesículas de membrana plasmática
derivadas de sinaptosomas imicubadas en ausencia o presencia de 100 U/ml de Hl-HP no se recupera
con respecto al valor control tras 4 Ii de diálisis a 40C frente a un medio que contiene Tes 5 mM (
pH 7,4), ¡3-ME 2 mM, sacarosa 0,3 M, fosfatidilcolina0,5 mM. En estas condiciones experimentales
la enzima estaba inhibida aproxirnadamnemite umi 75% con respecto al control, Este hecho sugiere que
la inactivación de la actividad (Ca2’ ,Mg2’jATPasa por altas concentraciones de Fil-UF produce la
desnaturalización de la enzima.
También se ha estudiado si la inhibición de la actividad (Ca2~,Mg2’jATPasa por HHIF es
dependiente del tiempo de incubación. Para ello sehan incubado las vesículas, en presemicia o ausencia
de diferentes concentraciones de inhibidor, durante un período de tiempo de hasta 30 muin a 25W.
En estas condiciones no se observa ningún efecto sobre la extensión de la inhibición de la actividad
ATPasa. La estabilidad entre 15 s y varios minutos en la velocidad de hidrólisis de ATP ( linealidad
en la variación de absorbancia a 340 nm con el tiempo) después de añadir el inhibidor al medio de
ensayo de la actividad ATPasa apoya esta conclusión.
La Figura 21 mnuestra el efecto de HHIF sobre la actividad (Ca2~,Mg2’jATPasa de
sinaptosomas. Mediante represemítación de dobles inversos se calcula una inhibición máxima del 46%,
que coincide con el valor obtenido experimentalmemite. A partir de la representación de ¡liii de los
datos mostrados en la Figura 21 se obtiene una K
05 aparente de 0,47 U/ml y un valor de n11 próximo
a la unidad. Es importante imídicar que hemos encontrado una gran variabilidad en las distintas
preparaciones cíe sinaptosomas utilizadas, especialmente cuando se empleamí concentraciones altas de
I-II-IIF para obtener la inhibición máxima. Por ejemplo, para una concentración de 1-IHIF de 10 U/ml
en algunas preparaciones se alcanza un valor de inhibición del 80%, mientras que en otras no llega
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a superar el valor del 50 % indicado anteriormente.
Fig¡mm~a 21. Efecto de 1-11-1W sobre la
actividad (Ca2~+Mg2t)ATPasa de
s inaptosonias. Las condiciones
experimentales son las indicadas en la
Figura. En el cje de ordcnadas se
representa la actividad ATPasa referida a
la actividad muedi<la en atmscncia de 1-IHIE
en el medio de ensayo.
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5.2.2. Inhibición de la actividad ~Na4,KjATPasa par 11H11?.
I-IHIF inhibe la actividad (Na%K’jATPasa de vesículas derivadas de memnbrana plasmática
sinaptosomnal como puede observarse en la Figura 22. El análisis cinético de estos datos mediante
represemitación de I-Iill permite el cálculo <le un valor de ~ aparente de 0,76 U/mí, que corresponde
a un valor de 0,3 U/inI libre cuando se corrige utilizando ci coeficiente de partición. La inhibición
no presenta cooperatividad nu = 0,98 ±0,05.
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F¡gimm’a 22. Efecto de 1-IHIE sobre la actividad (NatK’OATPasa de vesículas derivadas de sinaptosomas. El
medio de ensayo contenta: Tes/KOI-1 50 mM (pH 7,4), NaCí 100 mM, KCI 20 mM, ¡3-niercaptoetanol 2 mM,
MgCI
2 2 mM, ATP 2 mM, ouabaína 1 mM, PS’ 0,42 mM, NADH 0,22 mM, 10 Uinil de PK, 28 U/mal dc
LDI-í, azida sódica 5 mM y 20 ~g de proteína/ml a 25
0C.
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La actividad (Na’,K~)ATPasa de 0,25 mg/ml de vesículas derivadas de sinaptosomas
incubadas en ausencia o presencia de 50 U/ini de FIL-HP no se recupera con respecto al valor control
tras 4 Ii de diálisis a 40C frente a Tos 5 mM ( pH 7,4 ), WME 2 mM, sacarosa 0,3 M,
fosfatidilcolina 0,5 mM. En estas condiciones experimentales la enzima está inhibida un 70 % con
respecto al control. Estos resultados sugieren que la inhibición de la (Na4,K’jATPasa por altas
concentraciones de HHIF puede ser debido posiblemente a la desnaturalización de la enzima, de forma
análoga a los resultados obtenidos con la (Ca2~,Mg2~)ATPasa.
6. ESTUDIO SOBRE EL MECANISMO DE INILIBICION DE LA ACTIVIDAD
(Ca1’,Mg2~)ATPasa POR IIHIF.
En este apartado se analiza el efecto dc Hl-HP sobre los factores reguladores más importantes
de la actividad (Ca2’ ,Mg2~)ATPasa. 1-lomos estudiado si la inhibición de la actividad
(Ca2~,Mg2’)ATPasa podría se debida a una perturbación de la fluidez de la bicapa lipídica de estas
membranas en las condiciones experimentales en la que la actividad ATPasa se inhibe.
Alternativamente, este efecto podría ser debido a una interacción directa con la prote!na a través de
la competición de 1-11-1W con sustratos y/o ligandos de la actividad (Ca21,Mg21jATPasa.
6.1. Efecto de HHIF sobre la fluidez de la mneinbrami plasmática en sinaptosoiflas.
La fluidez de la membrana no sólo proporciona la flexibilidad que ésta requiere para diversos
procesos sino que puede ser crítica para la función de muchas proteínas, bien porque la actividad
dependa de su difusión lateral o rotacional o porque su funcionamiento implique cambios de
conformación dentro de la bicapa (I-litzemann y cols,, 1984). Por tanto, es necesario estudiar si el
efecto inhibidor de í-miP sobre la actividad (Ca2~ ,Mg2’jATPasa podría ser debido a cambios en este
parámetro de la membrana plasmática de sinaptosomas. Para ello se han utilizado medidas de la
polarización de fluorescencia del DPH según se indica en Materiales y Métodos.
A partir de los datos de polarización de fluorescencia se puede calcular el parámetro de orden
(5) y la inicroviscosidad corregida (~
0) según la ecuación desarrollada por PotÉcí y cois (1983)(v¿ase
Materiales y Métodos). Estos mostraron que existe una estrecha correlación entre los valores de
anisotropía relativa (r5/r0) y el parámetro dc orden para membranas en las que el valar de r,/r0 sea
superior a 0,2, mientras que existe una gran dispersión de puntos cuando se representa ~ frente a
En la mayoría de las membranas biológicas, como ocurre en nuestras preparaciones, r~/r0 tiene un
valor superior a 0,4, en nuestro caso este valor varia entre 0,574 y 0,526, según se torne un valor
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de r~ de 0,362 o de 0,395. Por esta razón, el parámetro de orden obtenido a partir de los datos de
anisotropía (le fluorescencia es más fiable que el (le microviscosidad corregida para estimar la fluidez
de las membranas.
Los resultados obtenidos en presencia de distintas concentraciones de inhibidor a 250C y una
concentración de proteína de 25 ~g/¡nl se muestran en la Tabla 3. Puede observarse que las
concentraciones de Hl-UF que inhiben la (Ca2’,Mg2jAlPasa no producen cambios significativos en
el parámetro de orden. No obstante, hay una ligera alteración de la fluidez que va siendo progresiva
según aumenta la concentración de inhibidor hasta alcanzar un valor el parámetro de orden (S) de
0,507 para una concentración de ¡-111W de 10 U/ml que corresponde a un valor de inhibición de la
actividad ATPasa del 80% (Figura 19). Cuando se emplean unas condiciones experimentales similares
a las utilizadas para estudiar la inhibición <le la acumulación de Ca2 dependiente de ATP (véase el
apartado 7.1 de Resultados) con una concentración cíe proteína de 120 gg/ml no se observa ningún
efecto sobre la fluidez de la membrana hasta una concentración de Hl-hP de 10 U/ml. Estos resultados
permiten concluir que la inhibición de la actividad ATPasa no puede explicarse exclusivamente por
alteraciones en la fluidez de la membrana.
Debido a este erecto de 111-UF sobre la fluidez de la membrana nos cuestionarnos si este efecto
podría ser debido a una acción detergente de HHIF sobre la membrana sinaptosomal. Para muchas
proteínas intrínsecas de membrana la solubilización por detergentes provoca cambios en la actividad
por deslipidación del lípido anular (de Foresta y cols., 1989; Sandermann, 1978, 1983) . Por tanto,
nos planteamos si al añadir 1-HIlE al medio de ensayo este agente induce algún tipo de solubilización
de la membrana. La técnica de dispersión de luz es especialmente útil para determinar la
solubilización de membranas (Tandford, 1980).
Para llevar a cabo este estudio se han realizado medidas de la dispersión de luz (I~) a 400 nm.
En este método se hace incidir un rayo cíe luz monocromática sobre una solución o suspensión de
macromoléculas y se mide a 900 la intensidad de luz dispersa a esa longitud de onda. Vesículas
derivadas de sinaptosomas, 25 ~xg/ml,se incuban con concentraciones crecientes de inhibidor en el
mismo intervalo de las que inhiben la actividad (Ca2~,Mg2’jATPasa con agitación continua y en un
medio que contiene: Tes 5 mM (pl-I 7,4), KCI 100 mM, fi-mercaptoetanol 2 mM y sacarosa 0,3 M,
a 250C, En estas condiciones 1-11-IlE (hasta 10 U/inI) no tiene ningún efecto sobre la dispersión de luz
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6.2. Efecto de HHIF sobre la dependencia de la actividad (Ca2~,Mg2~)ATPasa respecto a ATP.
Para conocer el mecanismo cinético de inh¡bición de la actividad (Ca2~ Mg2 t)ATPasa de
sinaptosomas nor 1-II-líE se ha estudiado el efecto de éste sobre los parámetros cinéticos de la
activación por ATP.
.075Figura 23, Activación (le la Mg2-
ATPasa basal y dc la ~
<Ca2~ +Mg2’)ATPasa porconcentraciones ~.
crecientes de Mg2’-ATP (0-250 ~¿M).La ~
actividad se midió utilizando el siserna de
enzimas acopladas PK/LDH, Coirio SC
W
describe cii Materiales y Métodos, cii un —
medio de reacción mampo¡íado con EGTA ~ 0 ~
y una concentración de Mg2~ libre de 250
MM ( O ) y el mismo medio de ensayo
más Ca2~ libre ¡ pM ( • ).
0 50 100 150 250 300
[Mq~ .ATP]
El efecto de Mg2’ -ATP sobre la actividad Mg2F~ATPasa basal y (Ca2F+Mg2+)ATPasa en el
intervalo de concentraciones empleadas en nuestras condiciones de ensayo, 0-250 ~M, se ajusta a una
representación hi
1)erbólica cíe Michaelis-Menten (Figura 23). La actividad Mg2-ATPasa basal tiene
un Km de 21 gM pal-a ATP y de 29 MM para la actividad dependiente de Ca2~ y Mg2h Estos valores
se lían obtenido a partir de la representación de dobles inversos o Lineweaver-Burk. La presencia de
1 ¡xM de Ca2i no altera la afinidad de la enzima para ATP pero sí incrementa la velocidad máxima
desde 0,055 ~molesPi/mm ¡mg de proteína basta 0,076 ~mo1esPi/mini mg de proteína. Estos valores
están de acuerdo con los descritos previamente por otros autores (Miclíaelis y cols., 1983, García-
Martín y Gutiérrez-Merino, 1990).
En el medio de ensayo la concentración de Ca~ libre es de aproximadamente 1 gM, calculado
corno se indica en Materiales y Métodos, por lo que considerando que la K,,, para Ca2t-ATP de la
Ca2~-ATPasa es de 53 gM (Nagy y cols,, 1986) y dc 17-19,5 gM para Ca2~ (Michaelis y cols., 1983;
Sorensen y cols., 1981), la contribución de la actividad Ca21--ATPasa en estas condiciones puede ser
despreciada.
Los datos obtenidos para 1-11-1W sobre ambas actividades ATPasa se muestra en las Figuras
24 y 25. Para estudiar el efecto dc Hl-UF sobre la dependencia de la actividad ATPasa con la
concentración de ATP sc han utilizado concentraciones de Hl-lE que producen una inhibición entre
el 20 y 50% (le la actividad (Ca2~Mg2’jATPasa total (Figura 19). Representaciones de Lineweaver-
l3urk de estos datos se ajustan satisfactoriamente a una línea recta, indicando que no existe
cooperatividad positiva en el proceso de activación del ATP en este intervalo de concentraciones.
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86
Resultados
JI ji
.02 o
-3
4
Figura 24. Efecto de Hl-UF sobre la dependencia de la actividad Mg2-ATPasa con la concentración de Mg2~-ATP. Panel A. La actividad se midió en condiciones experimentales estándar en un medio de ensayo tamponado
con EGTA, una concentración (le Mg2~ libre de 250 ~cMy diferentes concentraciones de HHIF: O ( • ), 0,5
U ) y 2,5 ( A ) U/ini. Panel E. Representación de Lineweaver-Eurk.
.IJ 75
.02
Lb
-3
e
-3
o
e
Figura 25. Dcpendencia cíe la actividad (Ca’’ +Mg’4jATPasa con la concentración de Mg’~ATP en presencia
de distintas concentraciones dc 1-IHIE. Panel A. Condiciones experimentales indicadas en la Figura 24 excepto
que la concentración de Ca2~ libre es 1 ~Myo ( • ), 0,5 ( U ), 1,5 ( A ) y 2,5 ( • > U/ml de Hl-IlE. Panel
II. Representación de Lineweaver-Eurk.
Los parámetros cinéticos, Km y Vm, obtenidos a partir de estos datos se presentan en la Tabla
4. Tanto para la (Ca’~+Mg’~)ATPa5a como para la actividad Mg’~-ATPasa basal la velocidad
máxima y la afinidad por el Mg’~-ATP disminuye en presencia del inhibidor. Este efecto sobre Vm
no se revierte por altas concentraciones de ATP, por lo que la inhibición producida por ERIE no es
competitiva con el sustrato,
E
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Tabla 4. Electo dc HHIE sobre los parámetros cinéticos de la actividad Mg’~-ATPasa y (Ca2 + Mg>)ATPasade la membrana ¡~lasiiiat ica sinapíoso mal.
(Cal + Mg21)ATPasaMg>~-ATPasa
0,042
0,040
31,5
34,5
60,8
0,064
0,056
0,050
Se ha estudiado también el efecto de diferentes concentraciones de ATP sobre la K
05 de
inhibición de la actividad (Ca2tMg2~)ATPasa por 1-IRTE (Figura 26). De estos resultados se puede
deducir que al incrementar la concentración de ATP en el medio de ensayo disminuye la sensibilidad
de la actividad (Ca2 ,Mg2’jATPasa por el inhibidor. La K
05 hacia RETIR se incrementa
aproximadamente al doble, variando desde 1,3 U/ml a 0, lmM de ATP hasta 2,45 U/ml para una
concentracion de ATP de 2 mM. Estos resultados apoyan las conclusiones obtenidas a partir de los
datos mostrados en las Eiguras 24 y 25.
3 4
Figura 26. Dependencia de la
actividad (Ca
2~,Mg2’1)ATPasa dc
vesículas derivadas de sinaptosoinas
con la concentración de lIHIE, en
presencia de distintas concentraciones
dc ATP: ( o ) 0,1 mM y ( • >2 mM.
En el cje de ordenadas se ha
reprcsentado la actividad ATPasa
calculada en ausencia de 1-IRlE y en
presencia <le ATP 2 mM,
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6.3. Efecto de 1-U-IlE sobre la modulación de la actividad (Ca2~,Mg1~>ATPasa por Ct.
La modulación por Ca2 de la actividad (Ca2~ +Mg2flATPasa de membrana plasmática de
sínaptosomas es compleja, mostrando una fase de estitnulación a concentraciones sLlbmicromolares
y una fuerte inhibición en el rango de concentraciones 0,1 mM — 1 mM (Sorensen y Maliler, 1981;
Michaelis y cols., 1983).
Hemos estudiado el efecto de distintas concentraciones de HHIF que inhiben entre un 25 y
un 50% la actividad (Ca2’1 ,Mg2~)ATPasa total sobre la activación de la (Ca2’ +Mg2flATPasa por
Ca2F libre submicromolar, ajustando estas concentraciones utilizando BOTA como se indica en
Materiales y Métodos. La dependencia de la actividad (Ca2~+Mg’1jATPasa conestas concentraciones
de Ca2~ libre se presenta en la Figura 27. De estos datos se deduce que la actividad
(Ca21 +Mg2’)ATPasa constituye aproximadamente el 50% de la actividad ATPasa total y corresponde
a un valor de 0,08 ±0,01 ¡imoles Pi/min/n-g de proteína. A partir de la representación de Hill de
estos datos se obtiene un valor de K
05 igual a 0,1 gM y un Indice de ¡liii dc 1,42 ±0,18, que indica
la existencia de cooperativi(lad positiva cii el proceso de activación. Estos resultados están de acuerdo
con los publicados por otros investigadores (Sorensen y Mahíer, 1981; Michaelis y cols., 1983).
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Figura 27. Estimulación por Ca
2’ <le la actividad Mg2~-ATPasa basal de la membrana plasínática sinaptosornal.
La actividad ATPasa era determinada en el medio de ensayo estándar, a 250C, CI
2Mg 2mM, ATP 2mM y
eoncentracioncs cíe ECTA variables corno se describe en Materiales y Métodos, En el eje de ordenadas se
representa la actividad ATEasa rererida a la actividad obtenida en cada serie experimental con una [Ca
2’]
1de
50 pM.
El efecto de 1-IHIE sobre la dependencia de la actividad (Ca
2~ +Mg2’1jAlPasa con la
concentración de Ca2 se muestra en la Figura 28. El efecto de UHIE es similar sobre la actividad
-8.5 -8.0 -T5 -7.0 -¡3,5
Log (jCa2~] libre
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(Ca2t+ Mg24 >ATPasa y Mg2F~ATPasa basal. Por otro lado, no se observa ningún cambio significativo
en el valor de K
05 ni en el índice de cooperatividad del proceso en presencia de Hl-IlE.
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Figura 28. Estimulación por Ca2’- de la actividad Mg2F~ATPasa basal en ausencia ( • ) y en presencia de ERIE
0,1, ( O ) 0,5 ( U ), ( ~ >2,5 U/ml. En el eje de ordenadas se representa la actividad ATPasa referida a la
actividad obtenida con una [Ca2i~de 50 ~Men ausencia de 1-IHIE.
Como se ha indicado previamente, concentraciones de Ca2t del orden de 0,1 mM - 1 mM
inhiben la actividad(Ca2~ +Mg2YlATPasa. Puesto que los niveles de Ca2~ libre presentes en el líquido
extracelular son aproximadamente 1 mM, hemos estudiado el efecto de concentraciones
subniulimolares de Ca2’- sobre la dependencia de la actividad (Ca2t +Mg2~>ATPEi5a con distintas
concentraciones de EHIE (Eigura 29). Representaciones de Hill de estos datos permiten obtener los
valores de 0,213 mM y de 1,4 ±0,03 para K
05 y el índice de Hill, respectivamente, en ausencia
de HEJE. En presencia del inhibidor se observa un ligero aumento del valor de I(~,s y del indice de
Hill, obteniéndose valores de K05 0,247 mM n11 = 1,6 ±0,2 y K~ = 0,336 mM n1, = 2,3 ±
0,2 para unas concentraciones de inhibidor de 0,75 U/inI y 2,5 U/mí, respectivamente.
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Figura 29. Electo de HHIF sobre la
depcndcncia de la actividad
(Ca’’,Mg’’)ATPasa total de vesículas
con la concentración de Ca2t.Concentraciones de ¡-IHIE en cl medio
de ensayo: O ( • ), 0,75 ( U ) y 2,5
A ) U/nt. En el eje de ordenadas se
ha representado la actividad ATPasa
referida a la actividad obtenida en
presencia de Ca2t 50 pM en ausencia
de EHIE.
1 .2
Puede observarse también que la extensión de la inhibición de la actividad
(Ca’~,Mg’’)ATPasa total por Ca2~ es inferior en presencia de ¡-IHIE. El valor de máxima inhibición
en presencia de 1 mM de Ca2t en el medio de ensayo y en presencia de HHIF alcanza un valor del
70 % de la actividad medida en presencia de una concentración de Ca2t 50 ~M y en ausencia de
1-11-ILE. Este valor es sólo aproximadamente un 20 % mayor que el obtenido en ausencia de HHIF
sugiriendo un cierto efecto sinergístico entre Ca24 y HHIF en la inhibición de la actividad
(Ca’’ + Mg’’jATPasa de sinaptosoinas. Por esta razón se ha estudiado el efecto de Ca’~ 1 mM sobre
la dependencia de la actividad (Ca2’ ,Mg’flATPasa con la concentración de Hl-HE.
Figura 30. Inhibición de la actividad
ATPasa total por 1-IRlE en presencia de
Ca2’ 50 MM ( • ) o 1 mM ( O ). En cl
eje dc ordenadas se ha representado la
actividad ATPasa referida a la actividad
medida en ausencia de Hl-IlE y en
presencia de Ca2t 50 pM. Otras
condiciones experimentales están
indicadas en Materiales y Métodos.
n
a,
Lo
‘ti
0-
4--
x3a,
r
~~3
1004
-‘5
50
25
ni
0 1 2 3 ‘1 5 6 7
[ HM 1 FJ - U/ml
Como puede observarse en la Eigura 30 el valor de K
05 de inhibición se desplaza hacia
valores más elevados en presencia de Ca’~ 1 mM, variando desde un valor 2,45 U/ml para una
concentración de Ca’’ 50 gM a 4,2 U/ml a una concentración de Ca’
4 lmM sin variación en la
cooperatividad del proceso. Podemos concluir, pues, que la sensibilidad de la actividad
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(Ca2, Mg2’)ATpasa a la inhibición por H1-IIF disminuye en presencia de altas concentraciones de
calcio cii el medio,
7. EFECTO DE uuw SOBRE EL TRANSPORTE DE Ca2~ EN SINAPTOSOMAS.
El control de los niveles de Ca2~ en las terminales sinápticas se Jieva a cabo, principalmente,
a través de tres sistemas diferentes: canales de Ca2~, intercambio Na4fCa24 y transporte de calcio
dependiente de ATP y Mg2’1(Akerman y Nicholís, 1983; Gilly cols., 1984; Carafoli, 1987; Blaustein,
1991). Por tanto, liemos estudiado el efecto de Hl-IlE sobre cada uno de estos sistemas.
7.1. Transporte activo de Ca2’.
El transporte activo de Ca~ a través de la membrana plasmática de vesículas derivadas de
sinaptosonns es dependiente de ATP y está acoplado a la hidrólisisde éste por la bomba de Ca24 (Gil!
y cols., 1981; Carafoli, 1991b). Como ya hemos señalado anteriormente la actividad
(Ca24 -I-Mg2’jATpasa es inhibida por 1-11-1W lo cual debe acompañarse de una inhibición en el
transporte de Ca24 dependiente (le ATP, Para comprobarlo se lía estudiado la captación de Ca2~ en
vesículas y el efecto de Hl-HP.
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Figura 31, Inhibición de la captación de Ca2~ dependiente de ATP por Hl-IlE en vesículas dc membrana
plasmática a 25~C. El medio de ensayo contenía: Tes/KOI-I 50 mM (pH 7,4), KCI 0,1 M, MgCI
2 2 mM, ATP
1 mM, CaCI2 50 MM (0,4 gC,/ml, Ca3’ libre 42 pM), fi-mercaptoetanol 2 mM y 0,12 mg de proteína/ml. Elcalcio acumulado se determina a los 2 primeros minutos después de añadir A]’? 1 mM y es expresado como
porcentaje del valor control medido en ausencia de HEJE en el medio de ensayo. Cada valor ha sido corregido
por el calcio acumulado en ausencia de ATP con y sin inhibidor. Véase Materiales y Métodos para más detalles
experimentales,
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La acumulación de calcio se determina por filtración rápida, según se ha descrito en
Materiales y Métodos, siendo en ausencia de Hl-HE a los 2 y 5 niin de 3 6 + 0,6 nmoles de Ca2t/mg
de proteína y 5,0 ±0,8 nmoles de Ca2t/ mg de proteina, respectivamente. Estos resultados son
similares a los obtenidos por otros investigadores en similares condiciones experimentales. El Ca2~
acumulado es liberado cuando se añade el ionóforo A23187 al medio externo indicando que la
acumulación es en contra de gradiente de concentración,
La Figura 31 muestra el efecto de diferentes concentraciones de 1-IHIE sobre la acumulación
(le Ca2’ dependiente cíe ATP. Cada valor representa la acumulación de Ca21 debida a la
(Ca2’ -I-Mg2’)ATPasa y está corregido por el transporte pasivo y la unión no específica de Ca2’
(leterinina(la en ausencia de ATP, con y sin inhibidor. La representación de Hill de estos datos
permite calcular un valor de K
05 aparente de 6,25 U/ml y un valor de coeficiente de Hill (n11) de 1,42
±0,07, lo cual indica que el proceso presenta una ligera cooperatividad positiva. Debido a la alta
adsorción cíe este compuesto a la bicapa lipídica es necesario corregir esta concentración por el
coeficiente de partición aparente, determinado según se indica en Materiales y Métodos. El valor de
1-II-IlE libre capaz de inhibir el 50% del transporte de Ca
2~ es de aproximadamente 0,6 Ti/mi, En
Presencia dc A23 187 19 gM la unión de Ca2~~~ por ¡ng de proteína es de 2,9 ±0,4 nmoles/mg de
proteína. Las concentraciones de 111-UF que inhiben la acumulación de Ca2t no alteran
significativamente la capacidad de unión de Ca2’1 de las membranas sinápticas hasta 10 U/ml donde
el valor disminuye ligeramente con respecto al control siendo éste de 1,98 ±0,18 nrnoles/mg
proteína.
7.2. Flujo pasivo de Ca24.
Fiemos estudiado la variación de la permeabilidad de la membrana plasmática de vesículas
(dializadas frente a Tes 5mM) para el calcio en presencia de diferentes concentraciones de HHIF
utilizando para ello la dependencia con el tiempo de la dispersión de luz tras choque osmótico con
CaCI
2 lOOmM ( véase Materiales y Métodos).
Se ha considerado la posibilidad de que la presencia de HHIF en el medio de ensayo induzca
cambios en el estado de agregación de los sinaptosonias que podrían enmascarar los resultados. Para
descartarlo, se incuban 25 ~xg/ml de vesículas derivadas de sinaptosomas con concentraciones
crecientes de 1-11-IlE. Este tratamiento no produce ninguna variación apreciable en la intensidad de luz
dispersa (l~). La Elgura 32 muestra el efecto de diferentes concentraciones de 1-IHIE sobre el influjo
pasivo de Ca
2k tras choque osmótico. Los resultados mostrados en la Figura 32 corresponden a una
serie experimental realizada con una preparación de sinaptosomas, obteniéndose resultados similares
en diferentes series y preparaciones.
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En cl Panel A (registro directo) puede observarse corno concentraciones crecientes de Hl-fíE
(1, 2, 3, 4 U/mI) aceleran el proceso de disminuciói~ de la intensidad de luz dispersa, debido a un
atimento cíe la permeabilidad a Ca2’ -
‘a /6
20 25
Figura 32. Efecto cíe 1-II-IlE sobre la cleíendencia con cl tiempo de la intensidad de dispersión de luz (y~ de
vesículas cíe nieml)rana plasmática (0,1 mg/mí) (dializadas frente a Tes 5 mM) tras choque osmótico con CaCI
2
10<) mM a 25
0C, Panel A. Registro directo. Panel 13. Representación semilogarítmica de los datos
cxjicrimentalcs.
La representación seniilogarírniica de estos datos <Panel E) permite obtener los valores de la
constante de velocidad del proceso y el t
1~ para Ca
2t (véase Materiales y Metodos). Se observa que
la representación no se ajusta a una línea recta, sino que representa la suma de dos procesos
exponenciales. Estos resultados sugieren que la difusión del ion 052+ hacia el interior de las vesículas
tiene Itígar a u-avés de dos tipos de canales con características cinéticas diferentes. Este
comportamiento es similar al encontrado cuando se utilizan preparaciones de retículo sarcoplásmico
cíe músculo esquelético de conejo (Escudero y Gutiérrez-Merino, 1987). La constante de difusión
obtenida es de 0,284 j- 0,055 muy’ (proceso rápido) y 0,02 ±0,0035 ruin-’ (proceso lento),
Tabla 5. Efecto de 1-11-1W sobre el r,,~ aparence del influjo de Ca’~ al interior de vesículas derivadas de
sinaptosonias. Las condiciones experimentales están indicadas en la Figura 32.
t
1,2 (mm)
21,2 ±2,7CONTROL
¡11-IlE (U/mí)
1 14,0±1,5
2 9,0±0,9
3 4,5±1,1
4 20+01
(II’’
L2
II rs) is 21J 25 o 5 40 15
1 i 4MU{5(T (mm ‘i) TSea.po (anal)
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En la Tabla 5 se muestran los valores de t1~ aparente en presencia de diferentes
concentraciones de 1-IHIF.
Como puede verse en la Tabla 6, 1-11-uF altera significativamente la constante de difusión para
Ca
2 tanto del proceso rápido (aproximadamente 4 veces) como del proceso lento (aproximadamente
12 veces), si bien no hay variación significativa del valor de A (fracción de canales de tipo 1 o en
estado conforinacional 1),
rUabla 6. Efecto <le 1-11-IlE sobre la constante de difusión del influjo de Ca2~ a través de la membrana plasmática
sinaí3tosomal. D
1 y D2 han sido estimados por ajuste de la dependencia con el tiempo de la intensidad de luz
dispersa a la suma (le <los lJrocesos exponenciales (véase Materiales y Métodos). D1 y D2 son las constantes de
difusión del Ca
2’ a través de a) <los canales distintos en la membrana o b) dos estados conformacionales
diferentes (leí mismo canal con propiedades distintas de permeabilidad, y A es la fracción de canales tipo 1 o
en estatlo conforinacional 1
A
(niin-’) (niin-’>
CONTROL 0,28 ±0,05 0,02 ±0,003 0,28 ±0,05
I-1I-IIF(U/ml)
1 0,34 j 0,07 0,030 ±0004 0,25 ±0,01
2 0,47 ±0,02 0,047 ±0,005 0,31 ±0,01
3 0,67 ±0,21 0,09 ±0,02 0,33 ±0,03
4 1,17 ±0,18 0,24 ±0,01 0,31 ±0,02
7.3. Efecto <le Hl-IlE sobre el intercambio Na~/Ca2~.
Las vesículas derivadas de la membrana plasmática de sinaptosornas transportan Ca2~ en
contra de un gradiente de concentración utilizando la energía del gradiente de Na~ a través de la
membrana, vía el intercambiador Na’l Ca2~ (Reeves, 1991). Para determinar el efecto de HUlE sobre
este proceso de transporte se ha utilizado corno marcador el compuesto fluorescente clorotetraciclina
(OTO), según se indica en Materiales y Métodos.
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Figura 33. Efecto <le di terentes iones
sobre la <lependencia con el tiempo de la
intensidad de fluorescencia de CTC trás
dilución de las vesículas de membrana
plasmática (45 ~¿g/ml) preincubadas a
nl
370C durante 30 miii con Tes 5 mM (pH7,4), NaCí 0,1 M y CTC 50 jcM en un
60 medio isoosiuótico (37 0C) que contiene:
Tes 5mM (pH 7,4), CaCI
2 50 pM y KCI
0,IM (a) o cloruro de colina 0,IM ( b
o NaCí 0,1 M < e).
‘5(1
(1 ti
La Figura 33 muestra el efecto de diferentes iones sobre la dependencia con el tiempo de la
intensidad de fluorescencia de OTO. Puede observarse como cuando las vesículas precargadas con
NaCí 0,1 M, por incubación durante 30 miii a 37~C, son diluidas en un medio isoosniótico con KCI
0,1 M, imponiendo de esta forma un gradiente de Na~ hacia el exterior, el Ca 2+ es captado por las
vesículas, Como control, en ausencia de gradiente de Na
1 , es decir cuando la concentración de sodio
a ambos lados de la membrana es la inisn2a, no se observa una acumulación significativa de Ca2~
(Figura 33). La presencia de un gradiente de K1 no es esencial para el transporte de 0524 porque
puede ser reemplazado en el medio externo por cloruro de colina (véase la Figura 33).
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Figura 34. Efecto de 1-II-IlE sobre la dependencia de la intensidad de fluorescencia de CTC tras dilución de las
vesículas derivadas dc simiaptosoinas <45 pg/ml) preincubadas durante 30 mio, a 370C, con Tes 5 mM <pH 7,4),
NaCí 0,1 M y CTC 50 pM en un medio isoosrnótico (370C) que contiene: Tes 5 mM (pH 7,4), CaCI
2 50 MM,
CTC 50 ¡dvi y KCI 0,1 M. Las concentraciones de 1-IHW en el medio son O ( a), 0,5 ( U ), 1 (e) y 2 ( d
U/ini. Panel A. Registro directo. Panel 13. Representación semilogar!tmiea de los datos experimentales.
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En las Eiguras 34 y 35 (Panel A) (registro directo) se muestra el efecto de diferentes
concentraciones de l-ll-IIF sobre la intensidad de fluorescencia de CTC con el tiempo después de la
dilución de las vesículas precargadas con sodio (NaCí 0,1 M) en un medio con KG 0,1 M (Figura
34> o cloruro de colina 0,1 M (Figura 35). Como puede observarse en ambos casos concentraciones
crecientes de 1-II-ILE hasta un valor de 2 U/inI estimulan el influjo de Ca2~. La representación de Ln
(E
0, - E) frente al tiempo (Panel 13) permite calcular a partir de la pendiente de las rectas ajustadas
la constante de velocidad y el t112 del proceso.
.1
ti 3 1
Figura 35. Efecto de 1-11-IlE sobre la dependencia con el tiempo de la intensidad de fluorescencia de CTC tras
dilución <le las vesículas en un medio isoosmótico con cloruro de colina 0,1 M, en presencia de distintas
concentraciones de 1-II-líE: O ( a ), 0,5 ( b >, 1 ( c ) y 2 ( d ) U/ini. Panel A. Registro directo. Panel 13.
Representación seniilogar<tmica de los datos experimentales. Las demás condiciones experimentales están
indicadas en la leyenda dc la Eigtmra 34.
El efecto de 1-II-ILE sobre los parámetros más relevantes del proceso de intercambio Na~/Ca
2~
se muestra en la Tabla 7. La constante de velocidad del proceso aumenta, mientras queel incremento
E
0, -E0) relacionado con el calcio captado a saturación del proceso, no se modifica. Los resultados
mostrados en la Figuras 34 y 35 corresponden a una serie experimental realizada con una preparación
de sinaptosomas, obteniéndose resultados similares en diferentes series y preparaciones.
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28. MODULACION DE LA ACTIVIDAD (Ca24 +Mg24)ATPasa DEL RETICULO
SARCOPLASMICO.
Resultados
Uabla 7. Efecto de 11H1F sobre los parámetros cinéticos del intercambio Na/Ca2t. (A): Medio externo
coiiticmíc cloruro cíe colina 0, 1 M - (¡3): Medio externo contiene KCI 0, 1 M
(A) (B)
0,48±0,09 11+ 1,4 0,71±0,02 103+06
1 0,64±0,1 12±1,3 0,89±0,14 9,2±0,9
1,03±0,17 11±2,4 1,55±0,25 10,0±1,0
Los estudios llevados a cabo sobre la (Ca2’+Mg2~)ATPa15a de membrana plasmática de
sinaptosomas ponen de manifiesto que Hl-HE inhibe la actividad ATPasa de estas membranas (véase
el apartado 5.2.1 de Resultados). Esta enzima pertenece a las ATPasas tipo E
1-W (Rega y Garraban,
1986) y representa menos del 0,1 % de la proteína total de la membrana plasmática (Hakim y cols.,
1982). La (Ca
2m +Mg2t)ATPasa de retículo sarcoplásmico de músculo esquelético es una proteína
mayoritaria de la membrana del RS (70-90 %) (Inesi, 1972; Hasselbach, 1974) y es una de las mejor
caracterizadas a nivel bioquímico y biofísico, por lo que nos planteamos el estudio con más detalle
de la interacción de Fn-ILE con la membrana del retículo sarcoplásmico (RS) corno sistema modelo,
con el fin de profundizar en la base molecular de la inhibición de la ATPasa por este compuesto.
Además, diferentes grupos han mostrado que la bomba de Ca24 de RS es modulada por una gran
variedad de compuestos de naturaleza hidrofébica (Solkolovey cols., 1986; Gutiérrez-Merino y cois,,
1989; Michelangeli y coN., 1990; Martlnez-Azorin y cols., 1992).
Para poder entender el mecanismo molecular de acción del HHIF es importante esclarecer si
la perturbación de las proptedades funcionales de estas membranas es una consecuencia de la
perturbación de propiedades físico-químicas de la matriz lipídica o, por el contrario, es consecuencia
de la interacción directa del Hl-IlE con la proteína. Por esta razón, hemos estudiado el efecto del
¡11-IlE sobre la fluidez de la membrana de RS y se han realizado estudios cinéticos tendentes a
CONTROL 0,34±0,03 lOjí
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cuestionar la posible influencia del ATP y del Ca2~ en la inhibición por I-IHIF.
8.1. Efecto dc I-1~F sobre la actividad (Ca2’ +Mg )ATPasa en muenibranas del retículo
sarcoplásniico.
En el RS nativo la hidrólisis del ATP está acoplado al transporte de Ca2 y se establece un
fuerte gradiente de Ca2’ en las comidiciones de ensayo, 0,1 mM de Ca2t en el medio externo, 1-5 mM
de Ca24 en el lumen vesicular ( de Meis y Vianna. 1979). En estas condiciones experimentales, la
actividad (Ca2’ -1- Mg2’)ATPasa del retículo sarcoplásmicoestá fuertemente inhibida, aproximadamente
un 80 % (Gould y cols., 1986) debido a los elevados niveles de Ca2’ en el interior de las vesículas.
Cuando se añaden al medio detergentes o ionóforos selectivos para Ca 24 como la calcimicina
(A23187) al 4 % (p/p), que disipan el gradiente de calcio, se produce una estimulación de la
actividad ATPasa (Madden y cols., 1981; Quinn y cols., 1981), Por consiguiente, se ha estudiado
la dependencia de la actividad ATPasa con 1-11-IlE emi membranas con o sin gradiente de Ca2.
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Figura 36. Efecto <le Hl-LÍE sobre la (Ca’4 +Mg’jATPasa de vesículas de RS desacopladas comí A23 187 (0,04
mng/mg proteína) en función del tiempo cíe preincubación. La preincubación se realizó a 2500 en un medio que
contenía Tes/Tris 100 mM (pl-I 7,4), RS 80 pg/mrl y HL-UF 25 U/inI. La actividad se midió a 2500 utilizando
el sistema de enzimas acopladas que se imídica en Materiales y Métodos. El medio cíe reacción contenía:
Tes/KOH 0,1 M (pH 7,4), 1<010,1 M, CaO, 0,1 M, MgCI, 0,1 M, AlT 2,5 mM, PEP 0,42 mM, NAIJH
0,25 mM, PK 7,5 Ul., LO!-! 18 U.I,, A23187 4% (p/p) y 4 pg de RS/muí.
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1-lemos estudiado la influencia del tiempo de preincubación sobre la inhibición de la actividad
ATPasa. Para clic) se preincuba RS 80 gg/ml cmi ausencia o presencia de inhibidor 25 U/ml a 2500
en un mecho que contiene ‘Ves/Tris 10<) mM 1)1-1 7,4, A distimitos tiempos se toman 50 gl y se añaden
al medio de ensayo de la actividad ATPasa (uní), Las comicentraciones finales de ATPasa y NI-UF en
el medio son dc 4 ,ug/ml y 1,25 U/mí, respectivamente. Paralelamente se lleva a cabo un control en
ausencia de inhibidor comprobando que la actividadATPasa permanece constante durante este tiempo.
La Figura 36 muestra que la actividad ATPasa decae en función del tiempo siguiendo una
cinética <le priii~er orden, La constante del proceso de inactivación obtenida a partir de estos datos es
0,26 ±0,01 miii’.
La Figura 37 (Panel A) muestra la dependemicia de la actividad (Ca2~ ±Mg2’jATPasadel RS
nativo con la concentración cíe 1-11-IlE, previa preincubación durante 5 mm a 250C en Tes/Tris 100
mM (pH 7,4), la concentración final del RS en el medio de ensayo es de 4 ng/ml. Puede observarse
que el efecto cíe 1-li-IlE presenta características complejas, mostrando dos fases claramente
diferenciadas depemidiendo de la concentración <le 1-II-líE en el medio de ensayo: una primera fase de
activación de la (Ca2’ +Mg2)ATPasa con un valor de K
05 aparente de 0,52 U/ml y un coeficiente
de ¡-luí dc 1,8 ±0,2 y umia segunda fase <le inhibición altamente cooperativa (n1, = 13 ±2), con un
valor de ~ aparente de 1,2 U/ml. Se ha tomado como 100% el valor máximo de actividad ATPasa
calculado en presencia de A23 187, que coincide con el valor de actividad máxima obtenida por el
efecto “ionofórico” del inhibidor y que corresponde a un valor de 4 1 0,5 Ul.
En la Figura 37 (Panel A) se presenta ademi3ás la dependencia de la actividad ATEasa en
presencia de A23 187 con la concentración de Hl-IlE. No existe diferencia en la inhibición de la
actividad ATPasa, obteniéndose el mismo valor dc K05 aparente dentro del error experimental,
El panel 13 de la Figura 37 se muestra la relación entre la actividad ATPasa en ausencia o
presencia cíe A23 187 al 4 % (p/p) cmi el medio de ensayo (RS acoplado/RS desacoplado), a diferentes
concentraciones de 1-11-ILE. Puede observarse como esta relación aumenta hasta alcanzar el mismo
valor cíe actividad que el obtenido en presemícia de A23 187 ( 4 ±0,5 fil). Estos resultados sugieren
que 1-II-IlE a bajas concentraciomíes estimnula la actividad ATPasa disipando el gradiente de Ca
2~.
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FIgura 37, Panel A. Dependencia de la actividad (Ca24 +Mg2’) con la concentración cíe Hl-nF en el mecho <le
ensayo: vesículas <le RS acopladas ( ¿ ) y vesículas desacopladas con A23 187 (0,04 rnghng proteína) ( O ). La
preincubación se realiza en presencia o ausencia de Hl-HE durante 5 mm a 250C en un medio que contiene
Tes/Tris 100 mM (pl-! 7,4), RS 80 pg/mnl. La actividad se midió a 250C utilizando el sistema de enzimas
acopladas que se indica en Materiales y Métodos, La referencia (100%) es la actividad ATPasa en ausencia de
1-II-IlE y corresponde al valor máximo calculado cmx presencia de A23187 ( 4 ±0,5 Uf.). Panel 13. Relación
entre la actividad ATPasa del RS acoplado y RS desacoplado a diferentes concentraciones de 1-IHIF.
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« Figura 38. Efecto de la concemitración
de meinbramxa sobre la <lependencia de
la actividad (Ca2’ +MghATPasa con
la concemitración. de EHIE. Panel A
.
Vesículas <le RS desacopladas. Panel
13. Relación entre la actividad ATPasa
del RS acoplado Y RS desacoplado.
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Cuamído se estudia el efecto de HHIE sobre la actividad ATPasa a diferentes concentraciones
del RS (Figura 38) se observa que a mayor concentración de RS es necesaria una mayor concentración
de Hl-IlE para alcanzar la misma inhibición. Un incremento de la concentración de RS de 4 a 8 ng/ml
imicremnenta la K
05 de inhibición aparente de 1,2 U/ml a 2 U/inI sin variación significativa de la
cooperatividad (n11 = II ±1). La K05 de activación se increnienta de 0,52 U/ml a 0,9 U/ml.
Para comprobar si la inhibición de la ATPasa por Hl-IlE es reversible se ha incubado RS 80
gg/mnl en presencia de 25 U/inI de 1-II-ILE durante 15 mm a 2500. En estas condiciones experimentales
la actividad (Na~,K~)ATPasa está inhibida un 80 % con respecto al control. La actividad no se
recupera con respecto al valor control tras 17 horas de diálisis a 4~C frente a un medio que contiene
Tes/KOI-l 50 mM (pI-I 7,4), KCI 100 mM, sacarosa 250 mM, fosfatidilcolina 50 mM. Este hecho
sugiere que la inactivación por Hl-nF produce la desnaturalización de la ATPasa.
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8.2. Efecto de 1-111W sobre la fluidez de la ¡nembraiia dcl retículo sarcoplásmico.
Puesto que uno cíe los posibles mecanismos cíe acciómi de HHIF, tal y como se ha mencionado
anteriormente en los esttmdios realizados utilizando sinaptosomas, sería alterar la fluidez de la bleapa
lipídica, se ha estudiado el efecto del inhibidor sobre este parámetro en membranas de RS utilizando
medidas de polarización de fluorescemicia de! DPI-! (véase Materiales y Métodos>.
Los resultados obtenidos para una concentración de RS de 25 ng/ml a 2500 y distintas
concentraciones de Hl-HE se presemítan en la Tabla 8. Estos datos muestran que tanto las
concentraciones cíe 1-IRLE que inhiben la actividad <Ca2’ -3- Mg2”’)ATPasa corno las que disipan el
gradiente de Ca2) (“ionofóricas’9, no producen cambios significativos del parámetro de orden ni de
la microviscosidad de la membrana del RS que justifiquen esos efectos.
Debido al efecto de la concentraciónde! RS y del tiempo de ineubaeiómi sobre la la inhibición
de la actividad ATPasa debida a 1-IRTE, se han realizado medidas de polarización de fluorescencia a
una concentración de RS de 100 ¿g/ml y diferentes tiempos de incubación, no observándose ningún
efecto hasta una concentración de 10 U/ml.
Por otro lado, se ha estudiado el posible efecto detergente de 1-11-IlE sobre las membranas de
RS midiendo la intensidad de luz dispersa (¼)a 400 nm de vesículas de RS (20-25 hg/ml> en
presencia de diferentes concentraciones de inhibidor hasta 10 U/ni! a 2500, con agitación continua
y en un medio que contiene Tcs/KOH 50 tnM (pH 7,4), 1(01100 mM y sacarosa 250 mM, No se
ha encontrado efecto significativo de J-ÍHIF sobre la dispersión de luz (menos deI 10% de cambio
en este parámetro), por lo que podemos excluir que ésta sea la causa de la inhibición de la actividad
(Ca2~ +Mg2~)ATPasa y dcl efecto “ionofórico”.
Paralelamente se ha realizado un control en las mismas condiciones experimentales pero en
ausencia de RS de diferentes concentraciones de Hl-ILE hasta 10 U/mí, mio observándose ningún efecto
sobre la dispersión de luz que pudiera enmascarar el resultado anterior.
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8.3. Efecto cíe 1-11-11V sobre la acumulación (le Ca2~ en estado estacionario y sobre la velocidad
inicial <le acimmntilación <le Ca2” 1)0V cl retículo sarcopiásnilco.
8.3.1. Acuinímíación activa <le Ca2” en estado estacionario.
La actividad de la ATPasa dependiente de Ca2~’ del retículo sarcoplásmico está acoplada al
transporte cíe calcio, con una estequiomnetria (le dos iones transportados por molécula de ATP
hidrolizada (Ebashi y Lipmnan, 1962: l-lasselbach, 1964).
Sc Ita utilizado para hacer estas medidas el indicador metalocrómico arsenazo III, Como se
indica en Materiales y Métodos, tras calibrar la seflal con adiciones dc Ca2~, se induce su
acumulación activa por adición de MP. Una vez estabilizada se añade A23 187 para cuantificar el
calcio acunnilado, El proceso cíe acumulación alcanza el equilibrio aproximadamente cii el primer
mimiuto y ~ pmecs~ añadir el jonóloro inmediatamente después de la estabilización de la señal para
evilar la liberaciómí espontánea (leí Ca2~ acumulado (Goumíd y cols., 1987>. Se ha descrito que esta
1 iberación tiene una fase inicial lenta en presencia de ATP, y una segunda fase rápida cuando la
concentmaciómi (le ATP disminuye hasta niveles cercanos al valor de 1<d íara ATP (McWhirter y
cok., 1987), El nivel (le acumniulación del Ca2’ obtenido en nuestras condiciones experimentales en
ausencia de imíhibidor es de 90,5 ±6,6 nmoles Ca2”’/mg de proteína, valor que está dentro del
intervalo publicado por otros autores (Meissner, 1975: Gould y cok., 1987; McWhirter y cois.,
1987>.
Figura 39. Erecto (lo 1-II-IlE sobre los
niveles de Ca3’ acumulado por RS en 2
estado estacionario a 2500, El medio
contenía Tcs/KOI’l 50 mM (pH 7,4), ~
sacarosa 0,25 M, arsenazo III 30 ~M, ~
KCI 100 mM, MgCI
2 5 mM, MI> 2,5 t~
mM, CaO2 40 ¡xM y 0,2 mg cíe ¿ 50
í>roieina/inl. Los niveles dc Ca
21
acumul do se determi amí tras la adición ru
dc A23 187 al 4% (p/p) como sc indica en ~ 25
Materiales y Métodos.
o
En la Figura 39 se muestra el efecto de Hl-HE sobre los niveles del Ca2” acumulado en estado
estacionario tras incubación de 2 mg/mI de vesículas de RS y diferemites concentraciones de inhibidor
a pl-l 7,4 durante 15 miii a 2500 . Puedo observarse que los niveles de Ca21 acumulado por e! RS
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disminuyen cii presencia de concentraciones creciemítes de 1-II-IlE hasta un valor de 10 U/ml al cual
la acumulación está completamente inhibida con respecto al control (véase la Figura 39)
8.3.2. Velocidad inicial del transporte <le Ca2~’.
Figura 40. Efecto <le Hl-HP sobre la
2’ velocidad inicial del transporte de
Ca2’F por vesículas de RS, El medio
contenía Tes/KO¡I 0, 1 M (pl-I 7,4>,
~2 ¡<Cl 0,1 M, MgCI
2 5 mM, CaCl2 0,1
mM, arsenazo 111 5 gM, oxalato 5
mM y 25 gg de RS/ini. La reacción se
inicia con ATP 2,5 mM (250C). Lasciern s condiciones experimemítalcs
cstám¡ indicadas cmi el apartado <le
Maleriales y Métodos.
Debido a la rapidez del proceso, las medidas de transporte de calcio se realizan en presencia
de un anión precipitante, oxalato, que se une al calcio interno formando una sal insoluble. En ausencia
de oxalato el transporte cesa cuando la concentración de calcio en el interior de las vesfculas es de
1 mM (l3erman, 1982) concentración a la cual los sitios de unión de Ca~ de baja afinidad en la
ATPasa estámí saturados, En presencia de oxalato, la concentración de calcio interno no excede de 10-
20
1¿M (l-lasselbach y Makinose, 1963), pudiendo prolongarse la acumulación del Ca
2’ durante 10-15
mm. Sin embargo, debido probablemente a una limitación del lumen vesicular para acumular
cantidades altas de oxalato cálcico el transporte de Ca24 cesa a los 5-10 miii. La concentración de
arsenazo III utilizada es 5 ¡vM , para evitar el posible efecto inhibidor del transporte del calcio a
concentraciones más altas (Riollet y Chanípeil, 1987). La velocidad inicial del transporto del Ca2~ en
nuestras condiciones experimentales en ausencia de inhibidor es dc 1038 ±100 nmoles Ca2’- /min/
mg de proteína. Para estudiar el efecto cíe 1-II-LÍE sobre la velocidad del transporte del calcio se
preincuban 0,25 mg/ml de RS y diferentes comícentraeiones de 1-U-LÍE a pH 7,4 y 250C durante 15
miii. La Figura 40 muestra que la velocidad inicial <leí transporte de calcio disminuye con
concentraciones crecientes cíe 1-II-ILE en el medio de ensayo, obteniéndose un valor de K~,
5 aparente
de 1,75 U/ml. En las mismas condiciones experimentales< unaconcentración de HHLF de 2 U/inI (que
reduce aproximadamente un 80 % la velocidad de transporte) no inhibe la actividad ATPasa y 5
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U/mí, que bloquca totalmente el transporte de Ca2”, solamente producen el 50 % de inhibición de
la actividad ATPasa. Estos resultados sugieren que el efecto observado a concentraciones bajas de
1-II-ilE es probablemente debido a su accion como “ionóforo” y no a la inhibición del transporte activo
de Ca2”.
8.4. Efecto del Mg2~- ADP sobre la inhibición de la actividad ATPasa por HHIF
Para proftndizar en el mecanismo de inhibición de la actividad ATEasa por Hl-LíE se ha
estudiado el efecto del Mg2~-ADP en el medio de preincubación. Para ello el RS 80 ~tg/mn1se
preincuba a 250C en un medio que contiene Tes/Tris 100 mM (pH 7,4). Mg2~-ADP 2,5 mM en
ausencia o presencia de 1-11-lÍE. Se toman voltimnenes dc 50 gí a distintos tiempos y se añaden al medio
de ensayo de actividad A1’Pasa (Imí). Las concentraciones finales cii el medio de ensayo de RS y
1-LI-lÍE son dc 4 gg/ml y 1,25 U/mí, respectivamente.
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Figura 41. Efecto del Mg2”’-ADP sobre la inhibición de la actividad ATPasa por 1-IHIE. La preincubación se
realizó a 2500 en un medio que contenía Tes/Tris 100 mM (pH 7,4), 80 ¡¿g de RS/ml ( • ), y M~~-ADP 2,5
mM ( ~ ) o Mg2”’-ADP 2,5 mM y FOTA 1 mM ( A ). Las concentraciones finales dc RS y HHIF en el medio
de ensayo son 4 gg/ml y 1<25 U/mí, respectivamente.
La figura 41 muestra que la presencia de Mg2’--ADP en el medio de preincubación protege
contra la imihibición por 1-II-HE, si bien esta protección es solo parcial cuando la inhibición es
prácticamente del 100 %, Para evitar el posible efecto del calcio contaminante (10 gM) presente en
el medio de ensayo, se añade al medio dc preincubaciómI EGTA 1 mM. Los valores de la actividad
ATPasa control no varian en fumícián del tiempo. Se obtienen resultados similares de protección por
Mg2’-ADP cuando en el medio de preincubaciómí se añade EGEA ImM.
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8.5. Efecto del Ca2~ sobre la imihibición de ¡a actividad (Ca2~ +Mr)ATPasa por 1111W.
El ion Ca2”’ protege contra la inactivación irreversible por desnaturalización a la
(Ca2~,Mg2~)ATPa5a purificada (Moller y cols., 1989; Andersen, 1980). Por tanto, hemos estudiado
el efecto del ión calcio sobre la inhibición por HI-ÍLF de la actividad ATPasa en flínción del tiempo.
Se preincuban las membranas de RS a 250C en un medio que contiene Tes/Tris 100 mM (pI-I 7,4),
y Ca2”’ 0,2 mM o EGTA 1 mM con el fui de eliminar el calcio contaminante ( aprox. 10 gM). La
concentración de Ca2”’ libre es < 6 4 nM, calculado según se indica en Materiales y Métodos. Se
toman volumenes de 50 gl a distintos tiempos y se añaden al medio de ensayo de actividad ATPasa
(Irní). Las concentraciones finales de RS y Hl-HE son de 4 ng/ml y 1,25 U/mí, respectivamemite. La
figura 42 muestra el efecto del calcio sobre la inhibición por FIHIE de la actividad
(Ca2” +Mg2’~)ATPasa . Puede observarse a partir de estos datos que la presencia de calcio en el medio
protege mertemente de la inhibición por HHIE mientras que la elimimíación del calcio del medio por
EOTA aumenta la velocidad de inactivación de la ATPasa, obteniéndose una constante de inactivación
de 1,43 ±0,1 miii’,
2’ 1
Figuma 42, Efecto del Ca2~ sobre la
inhibición dc la actividad
ni (Ca2~+Mg2flATPasa por HHÍF. La
« preincubación sc realizó a 2500 en un inedia
que contenía Tes/Tris 100 mM (pH 7,4>, 80
~gdc RS/ml ( • ), y Ca2~ 0,2 mM (0)0
EGEA 1 mM ( U ). Las concentraciones
finales de RS y Hl-UF en el medio de ensayo
lx’
son4 ~g/ínly 1,25 U/mlrespectivanlente.
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8.6. Efecto de Hl-UF sobre la inaetivación de la (Ca2~ +Mg~)ATPaSfl por isotiocianato
de fluoresceína.
Los resultados obtenidos en los estudios cinéticos expuestos anteriormente sugieren la
posibilidad de que 1-LI-LíE interaccione con el cemitro de unión del ATP o bien, con un dominio
estructural muy próximo a éste, liemos cuestionado esta posible interacción estudiando la cinética de
inactivación cíe la (Ca2”- ±Mg2’jATPa5a,en ausencia y presencia de inhibidor, por isotiocianato de
fluoresceína (EÍTC), que se une dc forma irreversible en el centro de unión del ATP a la Lys-515
(Pick y Bassilian, 1981; Andersen y col., 1982). Para ello se preincuban a 250C ELTC 48 gM y RS
0,16 mg/ml ( relación mol:mol 35:1 ) en un medio que contiene Tes/KO1-¡ 50 mM (pH 7,4), 1(01
PS
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0,1 M y sacarosa 250 mM. A distintos tiempos se toman volumnenes de 50 gl de la mezcla de
incubación y se añade al medio de ensayo de actividad ATPasa (1 inI). Las concentraciones finales,
en el medio de ensayo, de RS y PITO son 8 gg/ml y 2,4 ~M, respectivamente. En estas condiciones
experimentales se obtiene un t,~ de inactivación por PITO de 3 - 4 mm. Paralelamente se preimícuban
RS 0,16 mg/ml y ¡-IHIE 35 U/ml. Se toman volúmenes de 50 gl a distintos tiempos y se añade a la
mezcla de reacción de actividad ATPasa. Las concentraciones finales son 8 gg/ml y 175 U/ml para
RS y 1-filÍE, respectivamente. El t,~ de inactivacián obtenido en presencia de 1-IRTE es de 18 mm.
Estos t,,2 resultan óptimos para determinar si existe o no un efecto de protección de 1-II-uF sobre la
inactivación por ELTC. Finalmente se preincuban a 2500 RS 0,1.6 mg/ml y 1-U-UF 35 U/ml durante
10 mm para favorecer la unión de 1-II-LÍE a la proteína y se añade a continuación FITC 48 ~M. A
distimítos tiempos se toman 50 ~d y se íride la actividad ATPasa en las condiciones descritas
previamente. El t1,~ de inactivación obtenido es de 3 .. 3,4 miii. Por consiguiente la velocidad de
inactivación de la actividad (Ca2~ + Mg2”jATPasa por PITO no sc ve afectada por la presencia de
1-11-IlE en el medio de preimícubación. Estos resultados indican que en estas condiciones experimentales
H1-IÍE no compite con ELTC por el centro catalítico de la AlPasa.
8.7. Extinción de la fluorescencia intrínseca del retículo sarcoph¶smnico por 1111W.
Cerca del 95 % de los Trp y Tyr totales de las membranas de RS pertenecen a la
(Ca2”- +Mg2’)ATPasa (M0llcr y cols., 1982>. Por tanto, se puede estudiar la posible interacción de
Hl-ILE con la ATPasa midiemido su efecto sobre la fluorescencia intrínseca del retícUlo sarcoplásniico.
Para ello hemos incubado diferentes concentraciones de 1-11-IlE hasta 12 U/muí y RS 20 gg/ml en un
medio que contiene Tes 50 mM ( pH 7,4 ), KCI 100 mM y sacarosa 250 mM a 2500. Debido al
solapamiento entre el espectro dc emisiómí de Hl-HE y cl de las membranas del RS desplazamos la X
de excitación a 290 nm y fijamos la X de emisión a 360 nmn, con el fin de que la contribución de
HL-LÍE sea mínima.
La Figura 43 muestra que 1-IRTE produce extinción de la fluorescencia intrínseca de estas
membranas. Los datos presentados en la Figura 43 lían sido corregidos por el efecto de filtro interno,
debido a una absorbancia de la suspensión de RS de 0,2. Las correciones por atenuación o filtro
intermio se han realizado utilizando la aproximación empírica descrita por Birdsall y cols. (1983):
= xC’
donde E
0~~ y ~corr son la fluorescencia experimental y corregida, respectivamente y O es el factor de
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corrección que viene definido por la expresión:
A = Absorbancia experimental.
2,303 A
1 tI tiC
Figura 43. Extinción de la l1I]OICScCflCiEl ¡
intrínseca dcl retículo ~arcoplásmico(\«
290 nm) IJOr 1-II-IlE. 131 mcdl io de
incubación contemila Tes 50 mM (pH 7,4), 21 u
¡<Cl 100 mM, sacarosa 250 mM y 20 pg ~5
de RS/ml. Otras comidiciomies y
experimentales están indicadas ca el
texto.
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La extinción de la fluorescencia podría ser debido a un proceso colisional, típico de aminas
y óxidos (Lakowicz, 1983) o a un proceso de transferencia de energía debido al solaparniento entre
el espectro de emisión de la fhmorescencia intrínseca de las membranas de RS y el cte absorción de
HULE.
9. MODULACION POR HHIF DE LA ACTIVIDAD (Ca1~+M¿~)ATPasa PURIFICADA DE
RETICULO SARCOPLASMICO.
9.1. Inhibición por HULE dc Ja actividad (Ca2~+Mr)ATPasa purificada dc RS.
El efecto imihibidor de 1-11-LÍE sobre la (Ca2’ +Mg2jATPasa purificada es función del tiempo,
como se muestra en la Figura 44. 1-Ternos medido la actividad (Ca2~ +Mg2’jATPasa en presencia o
ausencia de inhibidor tras diferentes tiempos de incubación a 250C en un medio que contiene Tes/Tris
100 Mm pL-I 7,4. La concentración final de ATPasa y 1-11-LÍE en el medio de ensayo es 4 gg/rnl y 1,5
U/mí, respectivamente. Corno se puede observar en Ja Figura 44 la actividad de la ATPasa purificada
decae en función del tiempo con una constante de imiactivación del proceso de 0,034 ±0,004 miii’.
o
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F¡gtíra 44. EItcbo <le IlíIIE sobre La (Ca2’’ -l-Mg2”’>ATPasa pimrilicada de retículo sarcoplásmnico en ftmnción del
tiempo cíe l)rcilictil)!iciomI. La pmeincutniciómi sc realizó, a 250C, en un medio que contenta Tes/Tris 100 Mm (pl-!
7,4), RS 80 ;tg/ml y 1111W 30 U/mI, La acÉividad se midió a 2500 utilizando el sistema de enzimas acopladas
que se indica en Matemiales y Métodos. Las demás coíidiciomics exporiníeníales están indicadas en la Figura 36.
Imiserio: Repí-esentación semilogarlimica <le los datos día inhibición.
Adíemás <le la depemidencia con el tiempo, el erecto imihibidor de 1-U-UF sobre la
(Ca2” +Mg2”’)ATPasa es función de la concemítración de Hl-UF en el medio de preincubación (Figura
45>. A partir cíe la representación de 1-luí de los datos mostrados en la Figura 45 se obtiene un valor
de k
05 aparente de 1,6 U/muí y un coeficiente de ¡¡III aparente de 8 ±1, lo cual indica que el proceso
cíe inhibición es altamnemíte cooperativo. Los resultados obtenidos son similares a los observados con
la actividad (Ca2” +Mg2”)ATPasa de RS nativo.
Adicionalmente, la inhibición de la actividad ATPasa es dependiente de la concentración de
protelmía, siendo necesario concentraciones más altas de 1-U-uF para alcanzar la misma inhibición
cuando la concentración dc proteína autuenta, sin variación cmi la cooperatividad del proceso (Figura
46). Los valores de K
05 obtenidos son 1 U/mí, 1,6 U/ml y 2,3 U/inI para una concentración de
proteína final cmi el medio dc ensayo de actividad A’rPasa de 2, 4 y E pg/ml, respectivamente.
II
III 2’) lID
riD 1)
111
Resultados
II II ¡ 1 —
Figura 45. Dependencia (le la
activi(lad ,X’l’Pasa purificada cíe RS
con la concentración de HIIIF. El
tiempo (le inctmbaciómx fue 5 mm. La
concentración dc enzima en el medio
dic reacción fue dic 4 pg/mnl. La
referencia (100%) es la actividad
ATPasa cmx ausencia de 1-11-1W y
corresponde a tui valor de 7 ±1 Ul.
Las demás condiciones experimentales
están indicadas en la lcyemída de la
Pigimra 44.
U/ml
FIguro 46. Dependencia del electo laluíbidorde ¡-II-líE sobre la actividad ATPasa purificada con la concentración
de proteína. Las concentraciones de proteína en el medio de ensayo son 2 ( ‘ ), 4( • ) y 6 ( U ) pg/mnl.
9. 2. Efecto <leí Calt y del Mg2~- MW sobre la inímibición <le la actividad ATPasa purificada por
1111W.
La enzima puede encontrarse en dos estados confornuacionales mayoritarios Ca
2.E, y E2. La
forma E1 cíe la enzima tiene los centros de alta afinidad para Ca
2’ orientados hacia el citoplasma. Tras
la umíión del calcio, la forma Oa
2E1 se fosforila por ATÍ’ formuándose Oa2Em — E (Makinose, 1973).
Para cvaluar,el efecto del calcio y del Mg
2’--ADP sobre la inhibiciómu por 1-IHIE hemos estudiado la
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imiliib¡ciómi dc la actividad ATPasa en función dcl tiempo en presencia o ausencia del Ca2~ y Mg2”—
A Dl3 - Para ello sc preincuba la emizimna a 2500 cmi un medio que comítiene Tes/Tris 100 Mm (1)1-1 7,4),
Ca 0,2 mM o EGEA 1 mM, en ausencia o presencia de 1-II-IlE. La Figura 47 (Pamiel A) muestra qtte
una concentración dIc calcio 0,2 mM protege fuertemente contra la inhibición por Hl-UF, mientras que
la eliminación del calcio contaminante del medio al aftadir BOTA ([Ca2~]~ =6,4 nM) acelera
considerablemente la im3activación dc la (Ca2’ +Mg2’jATPasa producida por 1-11-UF, obteniéndose una
constante de inactivaciómí del proceso dc 0,52 ±0,04 miii’.
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I”igmmra 47. Erecto del Ca2 sobre la inhibiciénde la actividad (Ca2”’+Mg2”9ATPasa purificada por HÍÍIE, Piuiel
A. La preincubación sc realizó ea tul medio que contenía Tes/Tris 100 mM <pH 7,4), 80 pg de RS/ml ( •
y Ca2”’ 0,2 mM ( Li ) o BOTA 1 mM ( U ), Panel 13. Dependencia de la actividad ATPasa con la
concentración <le Ca’’ libre cmi el mncdio <le preincmmbación, ajustando estas concentraciones utilizando BOTA.
La referencia (100%) es la actividad ATPasa cii ausencia dc HHIP y corresponde a umi valor deS ±1 III. Las
concentraciones finales (le RS y 1-lElE en el medio cíe ensayo son 4 pg/ml y 1,5 U/mí, respectivamente.
Bu condiciones experimentales similares, hemos estudiado el efecto de diferentes
concentraciones de Ca2’ libre en el medio de preincubación, ajustando estas concentraciones
utilizando EGTA como sc indica en Materiales y Métodos, sobre la inhibiciómíde la actividad ATPasa
por 1-flIIE a 250C y 5 mm de incubación (Figura 47 (Panel B)). A partir de estos datos se obtiene un
valor dc K
0, aparente dc protecciómí poí calcio de 4-5 ~M.
Cuandlo se lleva a cabo el mismo experimento pero sustituyendo cmi el medio de preincubación
el Ca’~ por Mg”’—ADP 2,5 mM se observan resultados similares. Como puede verse en la Figura 48,
Mg
2t ADP protege a la (Ca2’-l-Mg2”)ATPa5ft de la inhibición por 1-II-IlE.
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Figura 48. li ferio del Mg2 — Al)1> sobre la
imihíbícion de la actividad ATPasa pc~r1’
1 l1í1 en atisemicia ( • ) o presencia de 0
Mg2 ‘-AOl’ 2,5 mM ( U ) o Mg2’ -AI)P
2,5 muM /EGlA 1 mM ( II) ). Las -
comiccn[ raciones rumIes <le RS y 11111 E cii ti
el medio cíe ensayo son 4 ¡mg/inI y 1,5
ti ¡muí, respeet i vamrente. Las coatíiciolmes
exper¡ínentales son las indicadas en la
leveimibí de la Figura ‘17.
II II ‘Ii II
Nos plamitelimilOS la posit~lidad de que el calcio comitanlinamite presemite en el medio (10 gM)
fuese cl responsable (le este electo prttector para lo cual añadimos al medio de preincubación Mg’’—
Afll~ 2,5 mM y EGI’A 1 mM. Como muestra la Figura 48 el efecto obtenido es el mistno que en
atísemícia cíe 1iG’l’A. Los resultados son similares a los obtenidos con la actividad A’rPasa de
membranas nativas de metíctilo sareoplásmico.
10. EFItCTO i)E I’IHIF SOBRE LA ACTIVIDAD <Ca2~+Mg’~)ATPasa RECONSTITUIDA EN
VESICULAS I)E FOSFATIDILCOLINA.
La dependemícia dIc la inhibición producida por 111-IlE con la concentración de proteína, así
como la posible naturaleza lipofílica del imíhibidor y los estudios realizados previamnemite en membrana
plasmática de sinaptosomas dondle se muestra la alta adsorción de este compuesto a la bicapa lipídica,
sugieren qtme la inhibición de la actividad (Ca”~ +Mg’”)ATPasa pueda ser por interacción con el lípido
anular el cual está implicado en la estabilidad de la enzima.
Considerando estos hechos decidimos estudiar el efecto <le 111-ILE sobre la
<Ca”’ -1- Mg””>ATPasmt reconstituida en vesículas de fosfatidilcolina (300:1, lfpido:proteina), según el
protocolo descrito en Materiales y Métodos.
La relaciómí lipido/protelmía en la membrana del RS es 90/1. De estas 90 moléculas de lípido,
aproxiina<lamCntl2 30 interaccionan con la ATPasa dependiemite de Ca’’ (Warren y cols., 1974), En
la (Ca2” -1 Mg”’jA’l’Pasa lnmri ficada esta relación es aproximadamente 60/1 (MacLenílail, 1970).
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Figtmra 49. Dependemicia de la
Y’ actividad (Ca2”- +Mg2”’)ATPasa con la
concentración de ¡lElE
‘xx’ (Ca2~ +Mg2”-)ATPasa purificada de
(.1. retículo sarcoplúsmnico ( • ) y
reconstituida en vesículas de
‘o fosfaticlilcolina ( O ), Las condiciones
experimentales están indicadas en
Materiales y Métodos. La
concentración final de proteína en el
ine<lio dc ensayo es 2 ~¿g/ml.
3
La Figura 49 muestra que 1-11-lÍE inhibe la actividad de la ATPasa reconstituida pero son
necesarias concentraciones más altas para producir la inhibición. El valor de ~ aparente obtenido
a partir de estos datos es 2,75 U/mI, mientras que el valor de K
0,5 de inhibición de la ATPasa
ptmrificada es cíe 1 U/mI, para una concentración de proteína, en ambos casos, de 2 ¡ig/ml.
Estos resultados sugieren que cuando la concentración de lípido es muy alta parte del
inhibidor se adsorbe a la bicapa lipidica, lo cual produce el desplazamiento de la ~ aparente de
inhibición hacia valores más elevados.
Figura 50. Efecto de 1-IHIE sobre la
(Ca2~ +Mg’flATPasa reconstituida en21I] función del tiempo de preinciibación.
Las condiciones experimentales son las
Ci
descritas en la leyenda de la Figura
a 36. Las concentraciones finales de
ATPasa y EHIE en el medio de
50 reacción son 2 pg/nd y 2,75 U/mI,
respectivamente. La referencia (100
%) es la actividad ATPasa en ausencia
2 de 1-lElE y corresponde a un valor de
xx,
3,3 ± 0,7 Ul. Inserto:
Representación semilogaritmica de los
datos de inhibición.
o
Tiempo (mm)
Resultados similares a los descritos para(Ca2~ +Mg2~)ATPasa de RS y purificada se obtienen
cuando se estudia la inactivación de la bomba de Ca2~ en función del tiempo (Figura 50). La
constante de inactivación del proceso es de 0,11 ±0,01 mifft.
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Fig¡mma 5Í. Efecto dcl Ca2”’ y dci Mg””-ADP sobre la inhibición de la
rcconstittmida por 1-11-1W. Panel A. En atísemicia ( • ) o presencia de EGIA 1
). Panel E: En ausencia ( • ) o ínesencia ( A ) de Mg2~-ADP 2,5 mM o ( á
mM. Otras condiciones experimneniales en la leyenda dic la Figura.
actividad (Ca2~ +Mg2~)ATPasa
mM ( U ) o Ca~ 0,2 mM ( E
) Mg2~-ADP 2,5 mM/EOTA 1
El electo del Ca2”’ y Mg2’. ADP sobre la inhibición de la actividad ATPasa en presencia de
1-hilE (Figura 51 (Panel A y 13)) es similar al obtenido en vesículas de RS y (Ca2~+Mg2~)ATPasa
purificada. En presencia de ECTA lniM en el medio de preincubación la constante de inactivación
es 0,25 ±0,02 miii’,
114 EFECTO DE fI-uF SOBRE LA. CONCENTRACION DE Ca2~ INTRACELULAR EN
CELULAS MESANGIALES.
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Figura 52. Efecto de
HHÍE sobre la
concentración del calcio
libre citosólico ([Ca2~],>
medido por
fluorescencia en cultivo
de células mesangiales
de rata pretratadas con
f u r a - 2 . U a s
concentraciones de
1-IHIE en el medio de
ensayo son O ( O )
0,002 ( U ), 0,02 ( E
y 0,2 ( • ) U/ml. Las
condicioneS
experimentales están
indicadas en Materiales
y Métodos.
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H1-IÍF induce un lento y progresivo incremento en la [Ca2~]1dependiendo de La concefltracióiI
de inhibidor en el medio comno puede observarse en la Figura 52. Este aumento es dependiente (leí
tiemnpo, con un incremento en la concentración de Ca2+ a los 10 mm de aproximadamente 2 veces los
valores basales (203 ±58 vs 101 ±2 nM en condiciones control).
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1. PURIFICACION DE UN INHIBIDOR ENDOGENO DE LA (Nat,K)ATPasa.
La existencia cíe un sitio específico para digitálicos emi la estructura enzimática de la
(Na “,K”’)ATPasa ha dacio lugar a múltiples hipótesis de trabajo tendentes a identificar una molécula
endógena que acflíe como inhibidor fisiológico de la enzima, de forma análoga a la observada con los
glicósidos cardíacos. Los esfuerzos experimentales en esta dirección, se intensificaron cuando se
idemtificaron niveles elevados de factores circulantes quío inhibían la bomba de Nat en estados de
hipertensión expeminiental (expansión cíe volumen> o esencial (véase la Introducción).
La síntesis o almacenamiento de la llamada “hormuomia natriurética” está asociada a diferentes
[ejidos. Bu relación ccii este hecho, el cerebro y más específicamente el hipotálamo y la hipófisis, han
sido considerados como posible lugar de síntesis y/o almacenamiento de un inhibidor endógeno de
la (Na”’ ,K”’)ATPasa. Debido a la posible naturaleza esteroidea de este inhibidor la glándula
sul)rarremlal se ha propuesto también como posible origen (véase la Introducción>.
Varios grupos hamí cí-icontrado actividad inhibidora en extractos de cerebro, plasma, orina y
glándula sumprarrenal (de Wardener, 1983, 1-labor y Haupert, 1987; Wechter y Benaksas, 1990;
1-Iamlyn, 199 la), pero hay discrepancias acerca de su estructura química y posible mecanismo de
acción (véase la Introdlucción).
Los resultados presentados en esta Tesis muestran la purificación dc un inhibidor endógeno
cíe la boiiiba de Na’’ a Partir dic hipotálamo e hipófisis bovimios (1-II-UF). Esta sustancia se ha aislado
también de la glándula suprarrenal. La ausencia del inhibidor en cortex cerebral y ¡os altos niveles
presentes en hipófisis y glándula suprarremial sugiere que alguímio de estos tejidos podría ser el lugar
cíe síntesis y/o almacenamiento del inhibidor.
Nuestros resultados concuerdan en cuanto al origen dc un posible factor endógeno con los
obtemiidos por Tamura y cols, (1988) y I-Iaupert y cols.(1984, 1987, 1988b), que muestran la
existencia de un factor aislado cíe glándula suprarrenal e hipotálamo, respectivamente, capaz de inhibir
la bomba cíe Na” y desplazar 31-l-ouabalna de su sitio de unión a la emizima.
El factor purificado es una sustancia de bajo peso molecular, de naturaleza no peptídica y no
lipídica, que eluye como un sólo pico puro de acuerdo al criterio de coincidencia de sus propiedades
espectrales. Este compuesto parece ser el mismo de acuerdo con estos criterios en todos los tejidos
procesados. La existencia cíe tía inhibidor endógeno de la (Na’ Kt)ATPasa idéntico en todos estos
tejidos no había siclo mostrada previamente.
Se han descrito miumuerosas sustancias conocidas capaces de imliibir la bomba de Na’ tales
como fosfolípidos (Kclly y cols., 1986), ácidos grasos (Bidard y coís., 1984; Taniura y cols., 1985),
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sales biliares (Vasdev y cols., 1986), DI-IEA-S (sumífato de DH-epiandrosterona) (Vasdev y cois,,
1985), lignamios (l3raquet y cols., 1986) y dopamina (Clarkson y cols., 1985), si bien ninguna de ellas
a concentraciones fisiológicas iii vivo tienen ningún efecto apreciable sobre la bomba de Na~. La
mayoría de estos compuestos inhiben la (Na’,K4’)ATPasa en preparaciones aisladas, pero no inhiben
el transporte de Na1 en células intactas (Seccombe y cois,, 1989>.
Las características cromatográficas y espectrales de 1-II-lÍE son diferentes de ouabMna,
digoxina y otros compuestos descritos como inhibidores de la bomba de Na~ y Ca2~ (Apéndice II).
Además, l-ÍI-IÍF a diferencia de la ouabaína, específica para la (Na~ ,K’jATPasa, inhibe la
(Ca2~ +Mg2 )ATPasa.
El descenso de reactividad cruzada con anticuerpos antidigoxina durante el procedimiento de
purificación indica, por umn lado, el riesgo de utilizar este parámetro como marcador en la purificación
de factores análogos tal y como se ha venido usando por diferentes grupos (véase la Introducción),
y apoya la hipótesis de que ¡-IHIE no es ni ouabaína, ni digoxina. Este resultado contrasta con los
últimos resultados presentados por 1-Íamlyn y cols. (1991b) y Tymiak y cols.(1993) que han
identificado como ouabaina o un isómero de ouabafna umi factor inhibidor de la bomba de Na’ aislado
cíe plasnia humano y de hipotálamo, respectivamente. Se ha de notar, asimismo, que la ruita
biosintética de glicósidos cardiacos no es conocida en mamíferos.
Por otro lado, mio está claro si las concentraciones en suero de estos compuestos son
suficientes para inducir efectos fisiológicos: por ejemplo, la constante de disociación de ouabafna para
su sito dc unión en músculo cardiaco humano es de 2,5 nM. Asumiendo que la concentración de
onabaina endógena es aprox. 50 pM (Harris y cols., 1990) en sujetos normales, solamente un 2% de
los sitios de unión estarían ocupados (Sehoner, 1991). El aumento en la concentración de unas 3 veces
de este factor en pacientes con hipertensión esencial (Sehoner y cols., 1986) producirla una inhibición
de un 5,6% de las bombas. Estos resultados llevan a cuestionar si seria suficiente esta inhibición de
la bomba para producir un aumento en la presión arterial.
1-II-ILE tiene un espectro Uy y de fluorescencia característico, con un máximo de absorción
a 274 nm (Figura 10) y de emisión y excitación a 305 mu y 280 nm (Figura 11), respectivamente.
Estos resultados sugieren la existencia de un anillo aromático, probablemente fenólica, en la estructura
de este compuesto. Esta hipótesis se ve apoyada por la pérdida del máximo de absorción a 274 nm
de este compuesto en presencia de ácido perfórmico. Hay múltiples evidencias experimentales de la
existencia de compuestos fenólicos que son inhibidores de la (Na’,K’)ATPa5a (Seda y cols., 1984>
y de la (Ca2”,Mg2’)ATPasa de retículo sarcoplásmico (Solokove y cola., 1986; Gutiérrez-Merino y
cola., 1989; Michelangeli y cols,, 199Gb; Martlnez-Azorín y cola., 1992).
Múltiples evidencias experimentales apoyan que alteraciomies en la horneostasis de Na’ y Ca2’
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somi posiblemente la base del aumento de la reactividad vascular responsable de la hipertensión arterial
(Poston, 1987; Í-laupert, 1988w Aviv y Lasker, 1990; Marín, 1993). En base a esta hipótesis hemos
analizado el mecanismo por el cimal ¡int~ podría aumentar la concentración de Ca2~ intracelular,
utilizando los sinaptosomnas como modelo para estudiar los mecanismos de la membrana plasmática
implicados en la regulación del calcio.
2. MODULACION POR UHil? DE LA ACTIVIDAD (Ca2~+MghATPasa DE LA
MEMBRANA PLASMATICA SINAPTOSOMAL.
El factor purificado inhibe la bomba de Ca2~ y la actividad Mg2~-ATPasa de membrana
plasmática de sinaptosomas con aproximadamente el mismo valor de K
05, La potencia de H1-ÍIF como
imihibidor de la actividad (Ca2~ ,Mg2flATPasa total depende de la concentración de membrana en el
medio de ensayo. Puesto que 1-IHIE es moderadamente hidrofóbico, este resultado sugiere que o bien
es la concentración de Hl-UF libre en el medio acuoso, o bien la relación entre lípido total y HHIF
adsorbido en la bicapa la variable de la que depende directamente la actividad (Ca2’,Mg2’)ATPasa.
La existencia de diferentes moléculas hidrofóbicas que afectan la actividad (Ca2~+Mg2~)ATPasa de
RS han sido ampliamente estuchadas (Solokove y cols,, 1986; Petretski y cols., 1989; Gutiérrez-
Merino y cols., 1989; Miehelangeli y cola., 199Gb; Martinez-Azorfn y cola., 1992). Todas estas
moléculas tienen en común una alta tendencia a particionar en la membrana, dando lugar a que su
efecto sea dependiente de la concentración de membrana. HHIF, debido a su naturaleza lipofílica
particiona entre la membrana y el agua, y por lo tanto, las concentraciones de I-IHÍF libre en este
estudio deben ser corregidas teniendo en cuenta su adsorción a la membrana plasmática. El coeficiente
de partición aparente (Ko) obtenido para I-IHIF (0,08 @cg proteína/mí)tm) es muy similar al calculado
por de Foresta y cols., 1990 para otros compuestos inhibidores de la (Ca2~,Mg2’~ATPasa, como
caleimicimia, derivado brominado de calcimicina, nonilfenol,etc; lo cual sugiere una naturaleza
hidrofóbica común y una modulación de la actividad enzimática similar para estos compuestos.
Una vez corregido por la unión a la membrana, el valor de 14,5 aparente de inhibición por
Í-fl-UF libre de la bomba de Ca2”’ es aproximadamente 0,9 U/mI, que es aproximadamente 2 veces más
alto que el valor de K
05 de inhibición por UHIE libre de la (Na~ ,KflATPasa de membrana plasmática
sinaptosomnal.
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3. MODULACI7ON DE LA ACTIVIDAD (Ca2~ ±Mg2~)ATPasa DEL RETíCULO
SARCOPLASMICO DE MUSCULO ESQUELETICO.
Debido a la baja especificidad de los inhibidores de las ATPasas que transportan iones
(Pedersen y Carafoll, 1987) y a la alta homología estuctural entre las ATPasas tipo P (Cantley. 1986;
Green y cols., 1988; Inesi y Kirtley, 1992) hemos estudiado los efectos de HHÍF sobre la actividad
(Ca2’ ±Mg2DATPasadel retículo sarcoplásmico.
La (Ca2” +MghATPasa de RS de músculo esquelético, representa cerca del 70-90% del RS
de la membrana, y está mejor caracterizada a nivel bioquímico y biofísico que la de membrana
plasmática, por lo que hemos estudiado en más detalle la interacción de 1-UflE con el RS corno
sistema modelo para tener un mayor conocimiento molecular de la inhibición por Hl-ILE.
Í-II-IIF inhibe la actividad (Ca2” + Mg2~)ATPasa de RS y la ATPasa purificada. La
dependencia de la actividad (Ca24 -I-Mg2’)ATPasa de RS acoplado respecto a 1-IHÍF presenta dos fases
claramente diferenciadas (Figura 37). A concentraciones bajas de 1-II-UF se observa una primera fase
de activación, que se correlaciona con la pérdida de acumulación de Ca2’ por las membranas de RS,
y una segunda fase de inhibición con fuerte cooperatividad positiva. Dado que en el retículo
sarcoplámico acoplado la actividad (Ca2’ + Mg2’jATPasa se halla fliertemente inhibida por la
acumulación de Ca2~ en el interior de las vesículas (Gould y cols., 1986>, la fase de estimulación de
la actividad (Ca2’ +Mg21)ATPasa podría correlacionarse con una elevación de la permeabilidad pasiva
a Ca2’ de estas membranas, lo cual estaría de acuerdo con el incremento de la permeabilidad pasiva
a Ca2~ de sinaptosomas en presencia de HHIF. Medidas del nivel de Ca’’ acumulado por estas
vesículas utilizando arsenazo III y de la velocidad de transporte para Ca2~ ‘utilizando oxalato
confirman que este incremento de eflujo de Ca’1~ se produce también durante el proceso de transporte
activo cíe Ca’~, puesto que Hl-ILE, a concentraciones que no inhiben la actividad
(Ca’~ -fi- Mg2”)ATPasa, disminuyen apreciablemente el nivel de Ca2’ acumulado en vesículas de RS
(Figura 39). La estimulación de la actividad (Ca2’ +Mg2’jATPasa a bajas concentraciones de HULE
puede ser explicado como un mecanismo compensatorio derivado de la desrepresión de la actividad
(Ca’~-I-Mg2”)ATPasa al disminuir la concentración de Ca2~ en el interior de las vesículas. Una
arguimentación similar ha sido utilizada por Escudero y Gutiérrez-Merino, 1987 para explicar la fase
de activación de la Ca2F~ATPasa <le RS observada a bajas concentraciones de anestésicos locales. El
efecto cíe la disipación del gradiente de Ca’4 a través de estas membranas a bajas concentraciones de
1-II-UF y un efecto inhibidor de la bomba de Ca2’ a altas concentraciones es similar al descrito para
el ionóforo A23 187 (1-lara y Kanazawa, 1986).
Los dos efectos señalados son dependientes de la concentración de membrana en el medio dc
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ensayo y del tiempo de preincubación de la enzima con el factor inhibidor. Debido a que 1-II-líE es
un compuesto lipofílico, estos (latos confirman la existencia de cambios en la concentración de
inhibidor libre por adsorción de este compuesto a las membranas e indican además que la modulación
de la actividad (Ca2” +Mg2”)ATPasa implica una reorganización estructural lenta de la estructura de
la membrana.
La perturbación de la actividad enzimática producida por 1-11-1W (Figura 38) permnite calcular
un K~ aparente, según el método descrito por de Foresta y cols., 1990, dc 0,6 (¡tg/mD’. Este puede
ser expresado en unidades de concemitración molar de lípido, como I<~ = 10 x 1 0~ (mol lípido/IY’,
asumiendo que hay 0,5 g de lípiclo/g de proteína en las membranas de RS, y que el peso molecular
calculado para lípidos es de 800. Coeficientes de partición aparente en el rango de 10~ (expresado
como (moles de lipido/IXí) han sido obtenidos para diferentes moléculas hidrofóbicas descritas como
inhibidoras de la Ca2’-ATPasa de RS (de Foresta y cols., 1990).
La relación lípido/proteína en el RS es 90/1. De estas 90 moléculas de lípido,
aproximadamente 30 interaccionan con la ATPasa dependiemite de Ca2’ (Warren, 1974). En la Ca24-
ATPasa puirificada esta relación es de aproximadamente 60/1 (MacLennan, 1970). Las
concentraciones de 1-IHIE necesarias para producir la inhibiciómi de la ATPasa reconstituida, en
vesículas de fosfatidilcolimia donde la relación lípido/proteína es de 300/1, son más altas con respecto
a la Ca2~-ATPasa purificada. Al corregir los respectivos valores de inhibición por el valor de IS, las
concentraciones de HULE libre necesarias para producir el 50% de inhibición son similares para la
(Ca2~+Mg2’)ATPasa purificada y para la reconstituida en vesículas de fosfatidilcolina y
aproximadamente igual a 0,4 U/ml en las condiciones de ensayo descritas. Dado que el coeficiente
de partición es una constante de equilibrio, este resultado implica que la inhibición se produce a
niveles similares de saturación de la bicapa lipidica por HUIR
La presencia de colesterol dentro de la bicapa lipídica disminuye fuertemente el valor de
de compuestos moderadamente lipofilicos (Luxnat y cols., 1986), lo cual justificarla la disminución
del valor del coeficiente de partición de 1-IHIE en la membrana plasmática sinaptosomal con respecto
a la de RS, ya que la proporción de colesterol es muy diferente entre las membrana plasmática y el
RS, en este último el colesterol está prácticamente ausemite (< 10%) (Michelangeli y cols., 1990a>.
Kwan y cols. (1994) han propuesto que la inhibición de la bomba de Ca2’ en el RS de células
vasculares de musculatura lisa (VSCM) puede ser un factor que contribuya al desarrollo de la
hipertensión arterial. Haber y Haupert (1987) han obtenido un factor hipotalámico inhibidor de la
bomba de Na~ y de la (Ca2~*MgflATPasa de retículo sarcoplámico. Estos autores señalan que esta
inhibición estaría de acuerdo con la homología estructural entre las ATPasas transportadoras de
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cationes (Pedersen y Carafoli, 1987; lnesi y Kirtley, 1992> pero podría carecer de importancia
fisiológica, ya que el inhibidor debería penetrar a través cíe la membrana celumíar para actuar a nivel
del RS. Dacio cíue 1-11-IlE es lipofílico, para poder confirmar la relevancia fisiológica de la inhibición
por 1-11-IlE de la (Ca2’ -fi- Mg2”jATPasa de RS serian necesarios experimentos en célumías intactas.
4. MECANISMO DE INHIBICION DE LA ACTIVIDAD (Ca2’ +Mg~ATPasa DE LA
MEMBRANA PLASMÁTICA SINAPTOSOMAL Y DELRETíCULO SARCOPLASMICO POR
111-IlE.
La fluidez de las membranas biológicas desempeña un importante papel en la modulación de
la permeabilidad de iones a través de ellas, El mecanismo de inhibición de la (Ca2 +Mg2~)ATPasa
y el efecto sobre la permeabilidad a Ca2’ debido a 1-11-IlE no parece ser consecuencia de una alteración
apreciable cíe las propiedades estruictuirales cíe la bicapa lipidica. Esta comiclusión se deriva de la
mínima perturbación del parámetro de orden cíe la bicapa lipiclica de la membrana de sinaptosomas
y del retículo sarcoplásmico determimiado a partirde medidas de polarización de fluorescencia de DPH
en presencia de 1-II-ILE (véase los apartados 6.1 y 8.3 del capitulo de Resumítados). Puesto qume DPI-1
se localiza en la parte central de la bicapa lipidica (Davenport y cols., 1985>, esta sonda fluorescente
da información sobre el parámetro de orden en la regiómi hidrocarbonada de los lípidos. Así pues,
¡IHIE no perturba significativamente el grado de empaquetamiento de las cadenas de ácidos grasos
en esta región de la bicapa lipidica, a las concentraciones que inhiben fuertemente las actividades
(Ca2tMg2’jATPasa y los flujos de Ca2’ a través de estas miiembranas. Adicionalmente, los estudios
cíe turbidez (apartados 6.1 y 8.3 de Resultados) indican que a estas concentraciones 1-IHIE no
solubiliza significativamente las membramias de RS y de sinaptosomas.
Teniendo en cuenta lo anterior, la imíhibición de la actividad (Ca2’ +Mg2’jATPasa de estas
membranas podría ser racionalizada en términos de interacción de 1-11-UF con sitios de unión
específicos de la enzima o vía perturbación del lípido anular. La cuestión es si el sitio de modulación
de la (Ca24 -1- Mg2’)ATPasa por Hl-líE tiene lugar por interacción con un sitio especifico en la proteína
o en la interfase lípido/proteína.
La inhibición por 1-114W de la actividad (Ca2F,Mg2mjATPasa de membrana plasmática de
sinaptosomuas no muestra características de competición con el sustrato Mg2’-ATP (véase el apartado
6.2 dc Resultados). Los resultados obtenidos en el estucho sobre el efecto de 141-HE sobre la
inactivación de la (Ca2” + Mg2”’)ATPasa de retículo sarcoplásmico por isotiocianato de fluoresceína
(apartado 8.8 de Resultados) señalan que no hay competición emitre el ATP y 1-11-ILE, por lo tanto
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puede ser excluido que la inhibición de Hl-UF resulte de una interacción directa de Hl-UF con el
centro catalítico de la (Ca24’ -fi- Mg2”’)ATPasa cmi nuestras condiciones experimentales.
Sin embargo, la presencia de Mg2’’-ADP (2,5 mM) en el medio de preimicubación protege
fuertemente contra el efecto inhibidor de 1-II-ILE sobre la actividad (Ca2”’ + Mg24’>ATPasa de retículo
sarcoplásmico y de ATPasa purificada. Resultados similares se observan en simíaptosomas donde al
incrementar la comícentración de MV en el medio de ensayo disminuye la sensibilidad de la actividad
(Ca2”’,Mg2’)ATPasa por el inhibidor.
El efecto protector de ATP se produce a concentraciones milimolares de este nucleótido. A
estas concentraciones el ATP ejerce umn efecto modulador de la actividad (Ca2~ +Mg2’jATPasa en RS
(de Meis, 1981, Andersen, 1989, Guillain y cols., 1988). Estos electos han sido observados también
en la (Na’,K’)ATPasa (Schuurmnans y flonting, 1981> y en la (Ca2’ +Mg2~)ATPasa de membrana
plasmática (Rega y Garrahan, 1986). Se ha sugerido que este efecto modulador de ATP deriva de la
aceleración de los cambios de la conformación E
2 a E1 del ciclo catalítico por unión al centro
catalítico fosforilado después de la salida de ADP del mismo (Gould y cols., 1986).
Alternativamente, el efecto de ATP sobre la imihibición de la actividad (Ca2’ +Mg24)ATPasa
por 1-U-ILE podría explicarse suponiendo la interacciómi de ATP con un cemitro regulador diferente del
catalítico, La posible existencia de un centro regulador diferente del catalítico, de baja afinidad
presente en la conformación 2’ ha sido sugerida para explicar algunos resultados cinéticos, entre ellos
la estimulación de la actividad (Ca2’ +Mg21jATPasa en presencia de concentraciones milirnolares de
ATP (Carvallio-Alves y cola., 1985; Nakamoto e lnesi, 1984), No obstante, hay que indicar que estos
resultados han sido explicados más recientemente en base a la entrada de ATP emi el centro catalítico
tras liberación de ADP (Goníd y cols,, 1986).
Alternativamente, estos resultados podrían interpretarse suponiendo la unión de HL-LíE a
centros hidrofóbicos emí la (Ca24 +Mg21jATPasa diferentes del lípido anular. Se ha descrito la
existencia de sitios de unión diferentes del lípido amiular para drogas hidrofóbicas en la
(Ca21 +Mg2’-)ATPasa (Rooney y Lee, 1983; Michelangeli y cola., 1990a).
Existe la posibilidad cíe que estos centros hidrofóbicos solapem, al menos parcialmemíte, con
el centro de unión de ATP. Hay que indicar que derivados hidrofóbicos de ATP como TNP-ATP se
une a la (Ca2’ +Mg2’)ATPasa com mayor afinidad que ATP (Dupont y cols., 1982), Se lía sugerido
que estos sitios estarían localizados en la imíterfase proteína—proteína dentro del oligómero y en la
superficie de la proteína que resulta expuesta a los lípidos debido a la disocición del oligómnero en
monómeros (Simmonds y cols., 1982), Se lía sugerido que los centros de unión de ATP localizados
en monómeros diferentes se hallan muy próximos entre si, en la zona de la interfase monómero-
monómero (Cuenda y cols., 1990).
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Se ha mostrado que concentraciones niicrornolares de Ca24’ en el medio desplazan el equilibrio
conformacional E
1/E2 de la ATEasa, estabilizándola en el estado E1 y que la adición de EGTA a
concentraciones milimolares o vanadato desplazan la conformaciómi de la ATPasa hacia E2 (Pick y
Karlish, 1982; Eroud y Lee, 1986). La unión preferencial de ligandos al estado F,~ , desplazan el
equilibrio conformacional hacia este estado estabilizándolo, y disminuyendo, asimismo, la velocidad
de la catálisis (imihibición alostérica). Esta es la base de la inhibición por Ca
2” a concentraciones del
rango submnilimolar a miliniolar (Gould y cols., 1986>.
Por esta razómi decidimos estudiar el efecto de estos ligandos en la inhibición de la Ca2~-
ATPasa de RS por HHLE (apartados 8.6 y 9.2 de Resultados). La inhibición de la bomba de Ca2’ por
1-11-ILE se potencia por EGTA y se protege por la presencia de calcio en el medio de preincubación.
Estos resultados sugieren que la conformación E
2 de la ATPasa (inducida por ECTA) podría
favorecer la inhibición de Hl-ILE. Esta hipótesis es consistente con el efecto de protección observado
en la membrana plasmática de sinaptosomnas.
No se ha encontrado ningún efecto significativo de Fil-ILE sobre la afinidad de la
(Ca24’ ,Mg2’>ATPasa de membrana plasmática simiaptosomnal para Ca2t. Es improbable, pues, que
Hl-HE compita con los centros de alta afinidad de Ca21 cii la (Ca24 + Mg2~)ATPasa.
Además del efecto activador de comicentraciones de Ca2’ entre 0,1 pM y 1 ptM, el Ca2~ a
concentraciones del orden de 0,1 a 1 mM inhibe fuertemente la actividad (Ca2~ +Mg2jATPasa de
sinaptosomas (Sorensen y Mahíer, 1981; Michaelis y cols., 1983). Este efecto del Ca2’ ha sido
atribuido a la presencia de un centro inhibidor de baja afinidad para Ca2~ (Rega y Garrahan, 1986)
en la conformación E
2. La (Ca2t +Mg2’jATPasa de membrana plasmática de sirmaptosoinas es del tipo
EmE
2 (Rega y Garrahan, 1986). Los sitios de unión de Ca2’ en las formas E~ y E2 de la
(Ca2~+Mg2t>ATPasa son accesibles desde diferentes lados de la membrana (de Meis y Vianna, 1979;
Gould y cols., 1986>. Así, los sitios de unión de Ca2F en la forma E
2 son accesibles desde el espacio
extracelular. La existencia de centros de unión de Ca
24 de baja afinidad, K
05 aproximadamente de
1 mM, ha sido suficientemente contrastada en la (Ca2t+Mg2~>ATPasa de RS (de Meis y Vianna,
1979). Se ha mostrado que la saturación de estos centros produce inhibición de esta actividad porque
estabilizan la conformación E
2 de la enzima y disminuyen la velocidad de regeneración de la
conformación E~ (de Meis y Viamina, 1979).
Como se indicó en Resultados, esta inhibición por niveles elevados de Ca
2” se ve alterada por
la presencia de HHIF que aparentemente produce un efecto similar a Ca2’. ya que en presencia del
inhibidor se observa una inhibición adicional de la producida por 1 mM de Ca2’ claramente inferior
a la medida en ausencia de HULE. La presencia de FIHIE en el medio de ensayo modifica ligeramente
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la sensibilidad de la (Ca~-bMg21jATPasa hacia Ca~ y disminuye la sensibilidad de ésta hacia el
inhibidor en presencia de altas concentraciones de Ca21 en el medio de ensayo. Estos resultados
2-1-
sugieren la posibilidad de que 1-IRlE compita por los sitios de unión de baja afinidad para Ca en
la enzima.
Debido a la naturaleza hidrofóbica de REIlE sugerimos que la presencia de una región
hidrofóbica en la proteína, próxima a un centro de interacción con iones divalentes, podría formar
el centro de umnión de HHIF. Esta hipótesis es fácil de explicar en proteínas intrínsecas de membrana,
pues es suficiente que exista un centro de unión de cationes divalentes cerca de la interfase lípido-
agua. Esta interacción debería ser favorecida cuando los dominios hidrofóbicos estén más cerca de
los centros de unión de los cationes divalentes. Los resultados obtenidos en el estudio sobre el efecto
de UHIE sobre la fluorescencia intrínseca de RS (apartado 8.8 de Resultados) apoyan esta hipótesis.
La fluorescencia intrínseca del RS es I~undamnentalmemite atribuible a la fluorescencia de la
(Ca2” ±Mg2flATPasadado que los flp y Tyr de esta enzima constituyen aproximadamente el 95%
del total de estos aminoácidos en la membrana de RS (M~ller y cols., 1982). Fía sido demostrado,
asimismo, que esta fluorescencia se extingue eficientemente por interacciones de derivados lipídicos
brominados (East y Lee, 1982; de Foresta y cols., 1989) o marcados con radicales libres (London
y Feigenson, 198i) incorporados en membranas reconstituidas. La primera conclusión derivada de
estos datos es que, para que se produzca un nivel apreciable de extinción de la fluorescencia
intrínseca, es preciso que el inhibidor se halle muy próximo a la región de interfase lípido-proteína.
La extinción de la fluorescencia intrínseca de RS por HHIF está directamente relacionada con
la interacción de HUlE con dominios hidrofóbicos de la (Ca24 +Mg~jATPasa embebidos en la bicapa
lipidica. Dos son los mecanismos básicos por los que se puede extinguir la fluorescencia intrínseca
del RS: (1) mediante un mecanismo colisional o estático o (2) por transferencia de energía.
Considerando los espectros de emisión de fluorescencia intrínseca de RS y de excitación (absorción)
de 1-IHIE la extinción podría ser debida a un proceso de transferencia de energía entre Trp y la unión
de Hl-ILE lo suficientemente cerca, para que tenga lugar este proceso.
La fluorescencia de los residuos de Trp de la ATPasa es sensible a la unión de Ca2’ (Dupont,
1976>. Estos estudios sugieren, que de los 13 Trp contenidos en la estructura primaria de la ATPasa,
una parte de los 11 Trp situados en la región intrarnembranosa (BrandI y cols., 1986) interacciona
con los sitios de unión del Ca2+, y que los sitios de transporte estarían situados en la región
intramnembranosa o al menos cerca de la interfase,
El centro de um-mión de Ca2’ en la Ca24-ATPasa, ha sido localizado próximo a la interfase
lípido-agua, a una distancia de aproximadamente 10 A (Teruel y Gómez-Fernandez, 1986; Munkonge
y cols., 1989).
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Los resultados que hemos obtenido sugieren que l-IHIF podría estar localizado cerca de la
interfase lípido/proteína, de manera que la unión dcl inhibidor podría interfir con los sitios de unión
de Ca2”’. La protección de la Ca2”’ -ATPasa contra la desnaturalización parece estar asociada con la
unión de Ca2’ a los sitios de alta afinidad (Andersen, 1989). La presencia de HOTA en el medio hace
que la ATPasa pierda estabilidad, lo cual podría favorecer la acción de HUlE desorganizando el lípido
anular de la enzima y como consecuencia inactivando la ATPasa.
Un tipo particular de sitios Ixidrofóbicos de una gran importancia para las proteínas de
membrana es el lipidoanular(Caffrey Ecigenson, 1981; EastyLee, 1981; Lentzy cols., 1985; Lund
y cols., 1989>. Los lípidos anulares modulan la actividad de la bomba de Ca2’ de la membrana
plasmática de sinaptosomas (Niggli y cols., 1981; I-lennoni-Levine y Rahamimoff, 1990) y del
retículo sarcoplásmnico (Caffrey y Feigenson, 1981; East y Lee, 1982; l3ick y cols., 1991).
Debido a sus propiedades lipofílicas, Hl-UF podría perturbar la estructura del lípido anular
de la (Ca2’±Mg2’)ATPasa.
Ha sido demostrado que la desorganización del lípido anular conduce a una inactivación
irreversible de la (Ca2F+Mg2jArPasa (1-Iardwicke y Oreen, 1974; Warrem y cols,, 1975; Lund y
cols., 1989). La inhibición por I-1I-IIF de la (Ca2’+Mg2’)ATPasa de sinaptosómas y de retículo
sarcoplásmico, y la (Na” ,K’)ATPasa de membrana plasmática de sinaptosoinas ¡nuestra características
de inactivación irreversible dc la enzima, lo cual permite especular que el lípido anular de la enzima
es desorganizado por la unión de HHIE. La inhibición de la (Ca2~ +Mg24jATPasa de la membrana
plasmática de sinaptosornas por Hl-UF podría ser debida al desplazamiento de algún lípido anular de
estas proteínas, activador de la misma. Más concretamente, se ha demostrado que la fosfatidilserina
es un potente activador de la actividad (Ca24 +Mg2~>ATPasa de sinaptosomas. La activación por
fosfatidhlserina es de hecho tan fuerte corno la producida por calmodulina (Niggli y cois., 1981;
Gandhi y Ross, 1986>.
La elevada adsorción de Hl-UF en la membrana de sinaptosmas y del retículo sarcoplámico,
la dependencia de la inhibición por HUlE con la concentración de proteína, así como una mayor
sensibilidad de la (Ca2~+Mg2~)ATPasa purificada a la inhibición por 1-11-rIF que la reconstituida en
vesículas de fosfatidilcolina apoyan la hipótesis de que la inhibición de la (Ca2”’ +Mg2)ATPasa por
HUlE esté directamente relacionada con la desorganizacióndel lípido anular alrededor de la proteína.
Esta hipótesis se ve corroborada por la dependencia tan acusada observada en la inhibición de la
(Ca2”+Mg2’jATPasa con la concentración de inhibidor (mostrando coeficientes de Hill de 13 ±2).
De hecho se ha mostrado que la actividad de proteínas intrínsecas de membrana muestran un
comportamiento alostérico con respecto a la saturación de su sitio de unión anular por lípidos
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(Sanderniann, 1983).
El conjunto de resultados presentados sugieren que la inhibición de la actividad
(Ca2” +Mg2~)ATPasa de retículo sarcoplásmico y de membrana plasmática sinaptosomnal es debida
a la desorganización del lípido anular asociado a la proteína. Aden~ás, las interacciones lípido-proteína
emi el dominio de la proteína en contacto con el lípido y cerca de la interfase lípido-agua parecen
desempeñar un importante papel cmi el control del estado comiformacional de la <Ca2~+Mg2~)ATPasa
(Andersen, 1989).
Aunque este punto necesita un mayor número de estudios que estarían fuera de los objetivos
de esta Tesis, es importante señalar que la inhibición por anestésicos locales de la
(Ca2”’ +Mg2’jATPasa de RS y sinaptosomas ha sido racionalizado en estos términos (Gutiérrez-
Merino y cols.,1989; García-Martín y cols., 1989).
5. EFECTO DE I*IIF SOBRE EL TRANSPORTE DE Ca24 EN SINAPTOSOMAS.
La actividad (Ca2”’ +Mg2”)ATPasa de membrana plasmática de la célula nerviosa está
acoplada al transporte activo de Ca2~ a través de esta membrana (Javors y cols., 1981; Gilí y cols,,
1981; Carafoli, 1991b). Este transporte activo opera en la dirección de sacar Ca~ desde el citosol
hacia el espacio extravesicular, siendo éste uno de los mecanismos más importantes para mantener
niveles de Ca24 citosólicos submicromnolares (Akerman y Nicholís, 1983). Por tanto, una posible
implicación fisiológica de la inhibición de la actividad (Ca2” +Mg2~)ATPasa de estas membranas es
la elevación de los niveles de Ca24 citosólicos en la neurona. Por su importancia este punto ha sido
abordado en este estudio,
La actividad (Ca2t +Mg2’)ATPasa y el transporte activo de Ca24 son inhibidos por HHIF con
similares valores de I<~ después de corregir la adsorción de HEIIE a la membrana. Estos valores son
aproximadamente de 0,9 U/ml y 0,6 U/mí, respectivamemite.
En condiciones fisiológicas, la bomba de Ca24 de la membrana plasmática es el sistema más
importante implicado en mantener los bajos niveles de Ca24 neuromial (Akermami y Nicholís, 1983;
Blaustein, 1988). En nuestras preparaciones, este sistema tiene una velocidad de transporte de Ca24
de 4-5 nmoles Ca2”/mg proteína/mm (teniendo en cuenta que las vesículas presentan un grado de
inversiónde la membrana de aproximadamente el 40%). Este valor está de acuerdo con los resultados
obtenidos por otros investigadores utilizando técnicas similares a la nuestra (GuI y cols., 1981;
García-Martín y cols., 1990).
Otros procesos de transporte de Ca21, como el flujo pasivo de Ca2” y el intercambio
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Na”/Ca2”’,están implicados en el mantenimiento de los gradientes del Ca2” fisiológicos a través de
la membrana plasmática de neuronas (Akerman y Nieholls, 1983; Blaustein, 1988; DiPolo y Beaugé,
1990). Por lo tanto, hemos estudiado y cuantificado el efecto de 1-II-UF sobre todos estos procesos.
Los resultados presentados en las Tablas 5 y 6 (apartado 7.2 de Resultados) muestran, que
el influjo pasivo de Ca2”’ a través de la membrana plasmática de sinaptosomas no se puede describir
satisfactoriamente por un proceso exponencial simple, sino como la suma de dos expomienciales
(Figura 32). Este comnportamiente sugiere la existencia de das tipos de canales con diferentes
características cinéticas, Estos resultados son similares a los descritos emx RS (Escudero y Gutiérrez-
Merino, 1987), en donde se ha sugerido que cada uno de estos canales se halla preferentemente
localizado en cada ‘una de las regiones diferenciadas del RS, cisternas transversales o tubos
longitudinales. Los resultados obtenidos en miuestras preparaciones indican que la entrada pasiva de
Ca2”’ a través de la membrana plasmática de sinaptosomas tiene lugar con una constante de velocidad
aparente (K) de 0,033 mnini. Umi valor similar de K se puede derivar de la salida pasiva de Ca2t de
sinaptosomas precargados con 5Ca2~, calculado por Gilí y cols. (1981) y la entrada pasiva de Ca2t
utilizando las medidas de dispersión de luz (Escudero y Gutiérrez-Merino, 1987; Garcia-Martín y
cols., 1990). Estos resultados se han obtenido preimponiendo un elevado gradiente de Ca2~, de forma
que la concentración de Ca2t fuera sea de 100 mM y la concentración de Ca21’ dentro fuera de 10
pM. Considerando que el volumen interno de estas vesículas es de 3-7 pl/mg proteína <Rahamimoff
y Spanier, 1984), y para un gradiente fisiológico de Ca2t, es decir, para concentraciones de Ca2t
dentro y fuera de las vesículas de 0,1 ~M y 1 mM de Ca2t libre, respectivamente, la cantidad de
Ca2t transportado durante el primer minuto es de 0,1- 0,2 nmoles/mg de proteína. Este resultado
concuerda satisfactoriamente con experimentos utilizando 45Ca2t y filtración Millipore (Gilí y cols.,
1981). Los datos mostrados en las Tablas 5 y 6 muestran que 1-II-UF incremnenta notablemente la
velocidad de influjo pasivo de Ca2’ a concentraciones más bajas que las necesarias para inhibir la
bomba de Ca2t. El flujo pasivo de Ca2t ha sido calculado a una concentración de membrana de 0,1
mg proteína/mí, por lo que, las concentraciones de HUlE utilizadas en este estudio requieren una
correción por la unión de HHIF a los sinaptosomas. Para una concentración de inhibidor libre de
aproximadamente 0,45 U/ml la cantidad de Ca2t transportado durante el primer minuto es de 1,06-
2,12 nmoles/mg proteína, un valor de 10-11 veces superior con respecto al control.
A partir de las medidas de fluorescencia de CTC, utilizando la constante de la Tabla 7, y
tomando un volumen interno de las vesículas de membrana plasmática de 3-7 rl/mg proteína
(Rahamimoff y Spanier, 1984), la velocidad de entrada de Ca~ en ausencia de 1-II-IlE, para una
concentración de Ca2t exterior de 1 mM , en condiciones despolarizadas de la membrana,
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corresponde a un valor dc 1,4—3,2 nmoles/mg/mnin.
La despolarización de la membramia plasmática de sinaptosomas con altas concentraciones de
K1’ extracelular abre los canales de Ca2”’ dependientes de voltajey la entrada de Ca2t a través de estos
canales puede afectar la estimación de la velociad de entrada de Ca2t vía intercambiador Na”/Ca2’.
Para mantener el potencial de membrana y la osmolaridad del medio extravesicular el KCI file
sustituido por cloruro de colina. En estas condiciones tiene lugar una ligera disminución de la
constante de velocidad de entrada de Ca24 y un ligero aumento del incremento de fluorescencia (véase
apartado 7.3 de Resultados). El valor de la constante de velocidad calculado es de 0,34 miii’. En
estas condiciones la cantidad de Ca2t transportado por el intercambio Nat/Ca2” operando a favor de
la entrada de Ca2” es de 0,9-2 nmoles/min/mg. Los valores obtenidos para el intercambio Nat/Ca2t
operando de esa forma están de acuerdo con los resultados obtenidos por GUI y cols., 1981, 1984 y
Rahamimoff y Spanier, 1984 usando 45Ca2t y filtración Millipore, así como por García-Martin y
Gutiérrez-Merino, 1990 utilizando la fluorescencia de CTC.
La presencia de I-IHIF en el medio de ensayo estimnula la entrada de Ca2” vía intercambio
Nat/Ca2”, aproximadamente 2,5- 3 veces con respecto al valor control, a concentraciones inferiores
a las necesarias para inhibir la bomba de Ca2’, tanto en condiciones despolarizadhs como de reposo
de la membrana. Esto supone un valor de entrada cíe Ca2-”, en presencia de HHIF, de 3,5-8 nmoles
Ca2”/mg proteína y 2,7-6 nmoles Ca2’Jmg proteína, en condiciones despolarizadas y en reposo de
la membrana, respectivamente.
La (Na,K’jATPasa mantiene el gradiente electroquímico de Nat y Kt a través de la
membrana plasmática y contribuye al mantenimiento del potencial de membrana de la célula en
reposo. A su vez, este gradiente de Na-” es utilizado por el sistema de intercambio Na/Ca2t para
eliminar Ca2” de la célula. Cuando el gradiente de concentraciones de Na es reducido este sistema
puede revertir, introduciendo Ca2t hacia el interior de la célula (GuI y cols,, 1984; IJiPolo y Báauge,
1990).
HUlE inhibe la (Nat,K”)ATPasa de membrana plasmática de sinaptosomas con una mayor
semisibilidad que la bomba de Ca2t. La inhibición de la (Nat,KflATPasa puede conducir a una
elevada concentraciómi de Ca2~ intracelular por diferentes mecanismos:
(1) Esta inhibición de la bomba de Na2 puede resultar en una pequeña despolarización de la
membrana (Mulvany, 1985> y consecuentemente, un incremento de la entrada de Ca21 a través de los
camiales dependiemites de voltaje (Meyer-Lehnert y cols., 1988). Meyer-Lehnert y cols.(1993) y Okada
y cois. <1990> han mostrado que ouabalna induce en VSCM un incremento en la concentración de
Ca2”’ intracelular, que puede ser inhibido por verapamil, sugiriendo que la entrada de Ca2t
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transmemnbranal a través de los canales dc Ca2” depemidientes de voltaje tiene un importante papel en
cl incremnento (le la concentración de Ca2’’ intracelular en estas céltmlas - Meycr—Lehnert y cols. (1993)
describen la existencia de una sustancia capaz de estimular la entrada de Ca2~ a través de la
muembrana en VSMC a través de canales de Ca2t dependiente de voltaje. Sin embargo, la inhibición
de la bomba de Na4’ en la mayoría dc las células provoca una despolarización muy pequeña haciendo
poco probable qtme influya cmi los canales de Ca2~ dependiente de voltaje (Castecís y cols,, 1985).
Como ya hemos señalado previamente, ERIE, independientemente de su efecto a través de la bomba
de Na”, actúa directamnente aumentando la entrada de Ca2” vía canales dependientes de voltaje. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Goto y cola. (1988c) mostrando que un factor aislado
a partir de oria humana incrementa la captura de 45Ca24 en VSCM.
(2) En segtmnclo lugar, la inhibición de la bomba de Na” conducirla a un incremnento en la
concentración de Na” citosólica, umi descenso en el gradiente de Na” tranamnembranal y así, una
inhibición del intercambio Na~/Ca2~ (Blaustein, 1977a; Goto y cola., 1988c>. Existen, sin embargo,
numerosas discrepancias en cuanto a la presencia de este sistema dc transporte en todas las células,
Aumíque el intercambio Na”/Ca2” ha sido demostrado en grandes vasos (Blaustein, 1977a), en VSM
y en células mesangiales (Rink y cola., 1982; Aviv y Lasker, 1990), su existencia en vasos
precapilares (Vanbreenen y cola., 1979; Mulvany, 1985) y, comno consecuencia, su posible papel en
el aumento del tono vascular en presencia de un inhibidor, ha sido puesto en duda por numerosos
grupos (Poston, 1987; Mir y cola,, 1988).
(3) 1-II-IlE es capaz de inhibir la actividad (Ca2 -l-Mgtt>ATPasa de membrana plasmática.
Como la bomba cíe Ca2” está implicada en la regulación de Ca2t intracelular bombeando Ca2 desde
el citosol, éste podría ser un mecanismo por el cual Hl-uF sería capaz de incrementar la concentración
de Ca2t intracelular, hecho confirmado en este estudio. Esta hipótesis está de acuerdo con Goto y
cola. (1988c, 1989b) que han mostrado que un factor purificado de orina humana inhibía la salida al
exterior de la célula de 45Ca2” en VSM.
La actividad cíe la (Ca2’ +Mg2’jATPasa disminuye con respecto a los controles en ratas
hipertensas y en pacientes con hipertensión esencial (Orlov y cols.,1983; Postnov y cols., 1984;
Vezzoli y cols.., 1985; l3ukoski, 1990), lo cual podría contribuir al aumento en la concentración de
Ca2” intracelular descrito en estados de hipertensión (Postnov y Orlov, 1984; BUhíer y cola., 1986;
Marín, 1993).
Se ha descrito un aumnento en plasma de una actividad similar a la de digoxina en pacientes
y en ratas hipertensos (Sugiyama y cola., 1990; Le Quang y cola., 1990). Este aumento es paralelo
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a un incremento en la [Ca2fl, en plaquetas y en VSMC. Estos hechos sugieren que 1-11-IlE podría
desempeñar un importante papel en el incremento de la resistencia periférica característico de la
hipertensión arterial.
Emi conjunto, estos resultados sugieren que los niveles de Ca2t citosólicos estarían
incrementados en presencia de HHIF, debido a una alteración generalizada de los sistemas de
transporte de Ca2t dc la memubrana plasmática, que han sido implicados en la patogénesis de la
hipertensión esencial (Postnov y Orlov, 1984). Para asegurar este punto se ha estudiado el efecto de
1-lUJE sobre cl cultivo de células mesangiales de rata, utilizado como mnodelo de musculatura lisa
vascular (VSM). 1-11-1W induce un lemito y progresivo aumnento en la concentración de Ca2’ en el
citosol, si bien concentraciones altas de inhibidor son tóxicas para la célula (resultados no mostrados).
Estos hallazgos estar!an de acuerdo con los descritos por numerosos autores los cuales han aislado
a partir de diferemItes tejidos un inhibidor endógeno de la bomba de Na~ que incrementa la
comicentración de Ca2’ imítracelular en cultivos de células dc musculatura lisa (Meyer-Lehnert y cols.,
1993; Schoner y cols, 1993; Hallaq y Haupert, 1989; Mir y cols., 1988; Coto y cols., 1989b;
Kramery cols., 1991).
En resumen, 1-TUlE bloquca fuertemente el mnecanismíío de extrusión de Ca2t desde el espacio
intra al extravesicular mediado por la (Ca2’ +Mg2’jATPasa. Por otra parte, el efecto de HHIF de
estimulación del intercambio Na”/Ca2t a de contribuir a potenciar este efecto tras estimulación de la
célula nerviosa, ya que este sistema puede operar entonces en sentido de entrada de Ca2” acoplado
a salida de Na’ (Mullins, 1985). Hl-uF podría tener dos efectos simultáneos sobre el Ca2
intracelular: incrementar los niveles de Ca2’ citosólicos y disminuir el contenido de Ca2’1 dentro del
retículo sarcoplásmico. Por consiguiente, estos resultados apoyan la hipótesis de que HULE puede
actuar iii vivo elevando los niveles de Ca2’ citosólico.
Debemos destacar que un incremento mantenido de Ca2’ libre citosólico en la neurona debería
conducir a un aumento en la velocidad de liberación de neurotransmisores (Akerman y Nieholís,
1983; Smith y Agustine, 1988>. Una de las hipótesis más apoyada es que la inhibición del transporte
de Na” en los terminales nerviosos simpáticos alteraría el sistema de intercambio Na”’/Ca2”’ a través
de la membrana plasmática neuronal, imícrementando la concentración de Ca2’ y por consiguiente la
liberación de neurotransmisores. Esta inhibiciómí de la bomba de Na” también conducirla a un
descenso en la recaptura de éstos. Ello resultará en un aumento en la concentración de
neurotransmisores, tales como la noradremialina, en la unión neuromuscular. La noradrenalina
incrementaría la concentración de Ca2t en la mnusculatura vascular por activación de receptores que
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controlan la entrada de Ca2t desde el exterior celular o por La liberación del Ca2”’ almacenado en el
retículo sarcoplásmico (Blaustein y I-Iamnlyn, 1983). Mir y cols. (1988); Jansen y cols. (1993) han
mostrado que un factor aislado a partir de cultivo de céltmlas hipotalámicas incrememíta el efecto
vasoconstrictor dc mioradremíalina. Estos resultados liami sido confirmados por otros autores (Hallaq y
I-Iaupert, 1989: Jansen y cols., 1993; Meyer-Lehnerty cols., 1993) y, junto con los obtenidos en esta
Tesis, apoyan esta última hipótesis.
6. HHIF E HIPERTENSION.
Un aumento de la reactividad vascular es una característica comnún en ciertas formas de
hipertensión, bien como consecuencia de umi aumento de la comícentración dc Ca2t citosólico en las
células de musculatura lisa, bien por hiperactividad de las terminales smápticas de inervación
muscular. La existencia de umía alteración cmi las concentraciones de CaíF citosólico en rntmsculatura
lisa vascular ha sido bien documentada (Blaustein y I-lamlyn, 1983; Elausteimí y Hamlyn, 1984;
Rasgado-Elores y cols., 1989) y relacionada con la inhibición de la (NatK~)ATPasa (Blaustein,
1977a). Por otro lado, una inhibición de la bomba de Ca2t deberla producir un incremento de la
concentración de Ca2’ en las terminales sinápticas que conducirla a una Imiperactividad sináptica. Los
resultados mostrados en esta Tesis apoyan la existencia de un factor endógeno que podría estar
implicado cmi el incremento de la concentración de Ca2~ en células de musculatura lisa y en un
aumento de la hiperactividad sináptica contribuyendo a mantener un tono aumentado de la musculatura
lisa vascular y de estar forma mantener la etiología de ciertas formas de hipertensión esencial.
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Conclusiones
1. Se ha purificado un factor inhibidor endógeno de (Na~,K’)ATPasa, no peptídico, de bajo peso
molecular, a partir de hipófisis, hipotálamo y glándula suprarrenal. El espectro de absoreiómi y de
fluorescemicia de 1-11-IlE sugieren la existencia de un anillo aromnático en su estructura.
2. HHIF inhibe la actividad (Ca2~ +Mg2~)ATPasa de la membrana plasmática sinaptosomal y del
retículo sareoplásmico, por un mecanismo no competitivo con el sustrato.
3, La dependencia de la actividad ATPasa de vesículas del retículo sarcoplásmico con la concentración
de inhibidor es bifásica, con una primera fase de activación que se correlaciona con la pérdida de
acumulación cíe Ca24 por estas membranas y una segunda fase de inhibición a concentraciones más
altas de inhibidor.
5. El efecto dc Hl-líE sobre la actividad ATPasa es dependiente de la concentración de membramias
en el medio de ensayo, lo cual sugiere cambios emi la concentración de inhibidor libre por adsorción
a las membranas de simiaptosomas y retículo sarcoplásmnico.
6. Comicentraciones de 1-11-IlE que inhiben la actividad (Ca2~+Mg2~>ATPasa de estas membranas no
producen cambios apreciables en el parámetro de orden de las mismnas. Por tanto, la acción de este
compuesto a nivel molecular no parece ser a nivel de alteraciones en el estado de fluidifieaciómi de la
membrana plasmática de la célula nerviosa y del retículo sarcoplásmico.
‘7. 1-lI-HE altera los flujos de Ca2~ a través de las vesículas derivadas de la membrana plasmática
sinaptosomal:
A. Inhibe el transporte de Ca2~ dependiente de ATP.
B. Aumenta la permeabilidad pasiva a Ca2t,
C. Estimula el influjo de Ca2’ vía intercambiador Na~/Ca2~.
8. 1-11-UF aumenta la concentración de Ca2” intracelular en cultivo de células muesangiales, utilizadas
comno muodelo dc células cíe musculatura lisa.
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9. 1-II-IlE podría desempeñar un importante papel en el control de la lioineostasis celular del Ca2t,
incrementando la concentración de Ca”” intracelular tanto en las terminales sinápticas como en las
células de musculatura lisa. El aumento de Ca21 intracelular en sinaptosomas conduciría a un aumento
en la liberación de neurotransmmsores.
10, La modulación de la bomba de Ca2”’ por 1-11-HE podría deberse a la interacción directa con sitios
hidrofóbicos de la proteína, desorganizando el lípido anular.
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APENDICE H
APENIJICE II
COMPUESTO DISOLVENTE X Tr
(11111) (uxún)
AZUCARES Agua
L(-f- )Arabinosa 206
13< +)Galactosa 218
D(+ )Glucosa 206
Maltosa 207
L-Ramnosa 206
D(+)Xilosa 207
DIGITALICOS Etanol
Acetil Estrofantidina 221
Acetil Digitoxina 213
D(+> Digitoxosa 203
o igitonina 205
Dmgox;na 221 19
Estrofantidina 220
Estrofantidol 223
Estrofantina K 217
Gitoxina 207>218
Oleandrigenina 223
Ouabaína 220 5,2
Oleandrina 218
GENINAS DMSO
3-Acetato de
Gitoxigenina 259
Bufal irma 305
Cimarina 259,310
Convallatoxina 261
Digitoxigenina 259
3, 12-Diacetato de
Digoxigenina 260
3, 16-Diacetato de
Gitoxigenina 259
Gitoxigenina 259
Hormalina 264,383
1-leivelicósido 260
Ouabagenina 260
Tomatidina 287,344
Tomatina 262
Yohimbina 284,294
LíPIDOS Metanol
Araquidónico 206,230,268
Esteárico 205,262
L-cv- Fosfatidilcolina,
j3-acetil--y-oleil 207,286
L-a-Fosfatidilcol ma,
¡3~araquidonoil-y-estearoil 218,248,324
155
L-a-Eosfatidilcolina,
dioleil
b-rx-Eosfatidilcolina,
diaraquidoil
b—a—Eosfatidilcolina,
¡3-estearoil--y-ol ci 1
b-a—Fosfatidilcolma,
/3-palmito i 1 -y-oleil
L—a—bisofoslatid i Icol ma,
oleil
L-a-Eosfatidiletanolamina,
dioleil
L-a-bisofosfatidiletanolamina,
oleil
Mirístico
Linoléico
Palmftico
207,284
205,216
206
206
207
205
207
204
214,236
205,2 18,262
ESTEROIDES
Acetato de cortisol
Acetato de cortisomia
Acetato de clormnadinona
3-Acetato dc
deshidroisoandroteromia
Acetato de liproterona
Acetato de 6-a-metil-7-
a-hidroxiprogesterona
Acetato de testosterona
D-Aldosterona
Androsterona
Canrenona
Colesterol
Corticosterona
Cortisona
Cortisol
Deshidroisoandrosterona
Desoxicorticosterona
Estrio1
Estradiol
Estrona
Epiandrosterona
3-Olucurónido
cleshidroisooamidrosterona
2-1-lidroxiestrona
4-l-Iidroxiestradiol
2-1-1 idrox iestriol
17-cx-l-Iidroxiprogesterofla
18-1-lidroxicorticosterona
¡ 7-Isoaldosterona
1 7-a-Metil-testosterona
2-Metoxyestromia
Progesterona
‘l?etrahidrocortisoma
Metanol
<Cloroformo)
242
204,240
210,288
213,296
281
206,242
240
240
205,222,292
283
209
204,244
238,285
243
212,294
204,240
210,282
209,282
240,281
204,294
214,296
205,273,29 1
2 13,284
205,273,29 1
243
241
203,240
240
211,288
244
206,298
25,5
35,3
15,7
27
25,15
15,46
27,4
27,6
23,85
11
28
156
Testosterona
3-sulfato-deshidroisodroandrosterona
ACIDOS BILIARES
Glicocólico
Quenodeoxicólico
Olicoqimenodeoxicól ico
LIGNANOS
Cubebina
4-Desoxiisodipliyllyna
1-lelioxantina
Isod iphillyna
Justicidina E
M atairesinol dimnetiléter
7-O-Metilkonyamiymia
Sesaniina
AMINOACIDOS
L-Penilalanina
L-Histidina
L-Triptófano
L—Tirosina
CATECOLAMINAS E
INTERMEDIARIOS
Adrenalina
Acido Mandélico
UL-Acido Mandélico
clii éster
DL-Acido Mandélico
metil éster
Acido 1-lomovanfí ico
Alcohol 1-lomnovanílico
Dopamina
L-DOPA
DOIPAC
DL-Metanefrina
3—Metoxitiramina
Noradrenalina
DL-Normetanefrina
4-1-lidrox i-3-Metoxi fenil
glicol
Metanol
(Acetonitri[o/agua)
(65:3 5)
Acetonitrilo
(Metano1>
Agua
Agua
Agua
Metanol
Agua
Metanol
Agua
206,280
205,220
204,224
207,236,289
202,257,308,352
202,219,267
202,230,267,311,355
206,288
210,233,282
202,288
210,238,288
208,258
206
218,274,280,290
223,276,282,291
223,275
203,226,278
205 282
205,260
210 258
210,258
205,280,224
207,280
205,282
208,282
207,282
205,228,280
207,224,280
207,282
207,228,280
207,228,280
ACIDOS
Ascórbico
mn-I-Iidroxibenzoico
p-I-Iidroxibenzoico
o-I-Iidroxifenilácetico
p-Hidroxifenilpiróvico
p-Hidroxifenilláctico
Agua
252
212,235,294
204,254
217,274
224,280
224,276
240
211,296
29
31
35
29
35
28
28
33
6
4,75
3,2
6,4
13,2
9,7
6,7
6,2
4,6
4,6
5,2
4,6
4,9
3,1
4,5
4,7
7,25
7,46
5,5
5,3
157
OTROS
DL—Tironina
D-Tiroxina
Bilirrimbina
Agua
Metanol
Cloroformo
Aguabipopolisacárido
¡-II-II E Agua
Metamiol
209,230,282
2 13,226,303
242,454
204,260
274
209,277
11,78
26,2
39
158
